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RESUME 
La mammite est une inflammation de la mamelle, le plus souvent, en réponse à une invasion 
d’origine bactérienne. L’utilisation d’antibiotiques pour le traitement de cette pathologie n’est pas la 
solution idéale. Outre les problèmes engendrés pour la qualité du lait, l’apparition de résistance et 
l’inefficacité des traitements nécessitent de développer des méthodes alternatives.  
L’objectif de ces travaux de thèse était de vérifier si l’utilisation d’huile de tournesol ozonée 
comme moyen de lutte alternatif contre les mammites est envisageable. 
Dans un premier temps, l’effet des conditions d’ozonation sur la composition et sur l’activité 
antibactérienne de l’huile ozonée a été étudié pour déterminer les conditions optimales de synthèse 
d’un agent antibactérien. Les résultats ont montré que l’ajout d’eau et l’augmentation de la durée de 
la réaction permettaient l’obtention de valeurs d’indice de peroxyde plus élevées et d’une meilleure 
activité antibactérienne mettant en évidence la relation existant entre ces deux paramètres. 
Par la suite, l’activité antibactérienne d’huile de tournesol ozonée a été évaluée in vitro sur 
59 espèces bactériennes isolées de cas déclarés de mammites chez des brebis. Le produit testé a 
prouvé son efficacité contre toutes les souches étudiées avec des concentrations minimales 
inhibitrices de croissance comprises entre 0,625 et 20 mg/mL. 
L’homologation de l’huile de tournesol ozonée comme préparation vétérinaire requiert 
d’avoir des données sur sa stabilité thermique et d’identifier les molécules actives. Les travaux 
menés ont montré que la composition de l’huile de tournesol ozonée stockée à −20 °C ou à +4 °C 
n’évoluait pas pendant une durée d’un an. Au contraire, des températures de stockage plus élevées 
entrainaient rapidement une diminution de l’indice de peroxyde et une augmentation de l’acidité. 
Cependant, ces modifications n’ont pas eu d’effet sur l’activité antibactérienne qui a gardé une 
valeur constante. Ces observations ont permis d’émettre des hypothèses sur l’identité des molécules 
actives. L’activité antibactérienne des huiles ozonées serait due à la présence d’ozonides, 
d’hydroperoxydes et d’acides nonanoïque et azélaïque. L’étude de la réaction d’ozonolyse sur un 
composé modèle, l’oléate de méthyle, a permis d’affiner ces hypothèses. En effet, l’activité 
antibactérienne spécifique de différentes fractions obtenues après purification d’oléate de méthyle 
ozoné a été évaluée. Toutefois, les ozonides purifiés et caractérisés par RMN n’ont pas montré 
d’activité dans la gamme de concentration testée. L’activité antibactérienne de l’huile de tournesol 
ozonée peut donc être attribuée aux hydroperoxydes, aux aldéhydes et aux acides carboxyliques à 
chaines courtes. 
Mots clés : ozone, huile de tournesol, huile ozonée, oléate de méthyle, molécules actives, activité 
antibactérienne, mammites 
   
ABSTRACT 
Mastitis is an inflammation of the udder, usually in response to a bacterial invasion. The use 
of antibiotics for the treatment of this disease is not the ideal solution. In addition to the problems 
caused to the quality of milk, the development of resistance and ineffective treatments require to 
focus on alternative methods. 
The aim of this work was to verify if the use of ozonized sunflower oil as an alternative means 
of fight against mastitis could be possible. 
Firstly, the effect of the ozonation conditions on the composition and the antibacterial 
activity of ozonized oils was studied to determine the optimum conditions for the synthesis of an 
antibacterial agent. The results showed that the addition of water and increasing the duration of the 
reaction allowed to obtain higher peroxide index values and improved antibacterial activity 
highlighting the relationship between these two parameters. 
Afterwards, the antibacterial activity of ozonized sunflower oil was assessed in vitro against 
59 bacterial species isolated from reported cases of mastitis in ewes. The tested product has proved 
its efficiency against all the strains studied with minimum inhibitory concentrations between 0.625 
and 20 mg/mL. 
The registration of ozonized sunflower oil as a veterinary preparation requires to obtain data 
on its thermal stability and to identify the active molecules. The work carried out has shown that the 
composition of ozonized sunflower oil stored at −20 °C or +4 °C did not evolve for a period of one 
year. On the contrary, higher storage temperatures quickly led to a decrease of the peroxide index 
and an increase in acidity. However, these changes had no effect on the antibacterial activity that 
kept a constant value. These observations allowed speculating on the identity of active molecules. 
The antibacterial activity of ozonized oils could be due to the presence of ozonides, hydroperoxides 
and nonanoic acid and azelaic acid. The study of the ozonolysis reaction on a model compound, 
methyl oleate, helped to refine these assumptions. Indeed, specific antibacterial activity of various 
fractions obtained after purification of ozonized methyl oleate was evaluated. However, purified 
ozonides, characterized by NMR, showed no activity in the tested concentration range. The 
antibacterial activity of ozonized sunflower oil can therefore be attributed to hydroperoxides, 
aldehydes and short chain carboxylic acids. 
Key words: ozone, sunflower oil, ozonized oil, methyl oleate, active compound, antibacterial activity, 
mastitis  
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AVANT-PROPOS 
Malgré de nombreux efforts déployés pour prévenir les mammites (désinfection des trayons, 
propreté des stabulations, etc.), une forte prévalence de cette pathologie est observée. 
L’antibiothérapie à des fins curatives reste par conséquent largement répandue. Cependant, 
l’utilisation des antibiotiques devient de plus en plus controversée notamment en raison de 
l'émergence de souches bactériennes multi-résistantes. Il est donc nécessaire de développer de 
nouvelles alternatives pour la prévention et/ou le traitement des mammites. 
Au regard de leurs propriétés antibactériennes et antifongiques, les huiles végétales ozonées 
peuvent s’inscrire dans cette démarche. Ces produits sont obtenus par la réaction de l'ozone gazeux 
sur des huiles végétales. Même si des études ont démontré l’efficacité, in vitro, d’huiles ozonées 
contre des germes impliqués dans l’apparition des mammites, aucune étude n’a été menée sur des 
bactéries isolées d’animaux infectés.  
L’application des huiles ozonées comme moyen de lutte contre les mammites reste à 
explorer dans la mesure où de nombreuses questions se posent : Quelles sont les conditions 
optimales de synthèse de tels produits? Les huiles ozonées sont-elles efficaces contre un large panel 
de pathogènes responsables des mammites ? Sont-elles stables dans le temps ? Quels en sont les 
principes actifs ?  
Répondre à ces questions nécessite des connaissances générales à la fois sur les mammites 
et sur les huiles ozonées qui seront apportées dans le Chapitre I de ce manuscrit. Après avoir 
présenté les mammites et l’ozonation des huiles végétales, nous traiterons de la caractérisation et de 
l’activité antimicrobienne des huiles ozonées. Enfin, l’identification des principes actifs sera abordée.  
Le Chapitre II concerne la partie expérimentale et décrit les modes opératoires utilisés.  
De nombreux paramètres influencent la réaction de l’ozone avec les huiles végétales et 
peuvent avoir des conséquences sur les produits formés et a fortiori sur l’activité des huiles ozonées. 
Il est donc nécessaire d’évaluer l’influence des conditions d’ozonation sur la composition chimique et 
sur l’activité antibactérienne des huiles ozonées. Les résultats de cette étude ont été publiés et 
seront présentés dans le Chapitre III.  
A ce jour, aucune étude concernant l’activité antibactérienne des huiles ozonées n’a été 
menée sur un large panel de souches isolées de cas déclarés de mammites. Cette première étape est 
indispensable en vue d’une application contre cette pathologie. L’effet in vitro d’huile de tournesol 
ozonée sur des isolats bactériens sera abordé dans le Chapitre IV. 
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Le développement de l’utilisation des huiles ozonées nécessite qu’elles soient stables dans le 
temps. Pour évaluer la stabilité de ces produits, des échantillons ont été conservés à différentes 
température et caractérisés après 1 à 12 mois de stockage. Les résultats obtenus seront présentés 
dans le Chapitre V du manuscrit. 
Le Chapitre VI sera dédié à la purification et à l’identification des principes actifs constitutifs 
de l’oléate de méthyle ozoné. Ce composé a été choisi comme modèle simplifié car c’est un ester 
d’acide gras mono-insaturé dont l’ozonation conduit à un nombre limité de produits.  
Enfin, dans le cadre d’une discussion générale, nous mettrons en avant les réponses qui ont 
été apportées aux questions soulevées par l’idée d’utiliser les huiles ozonées comme moyen 
alternatif de lutte contre les mammites. 
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 LES MAMMITES 
 Généralités 
Le terme mammite est utilisé pour définir une inflammation du tissu de la glande mammaire 
et de la mamelle. Cette réponse immunitaire est généralement due à une infection bactérienne. Les 
mammites peuvent être subdivisées en deux catégories, cliniques ou subcliniques, selon l’apparition 
ou non de symptômes. Il existe trois niveaux de gravité pour la mammite clinique: légère, modérée 
et sévère (Royster and Wagner 2015). Cette classification est basée sur les paramètres suivants: les 
cas légers peuvent être reconnus par une production de lait visiblement anormal (formation de 
caillots, flocons…); les cas de mammites modérées incluent des signes d'inflammation sur le quartier 
concerné tels qu’un gonflement ou des rougeurs en plus du lait anormal; les cas de mammites 
sévères sont caractérisés par l'apparition de signes systémiques (fièvre, déshydratation…). 
Cette pathologie est observée chez de nombreuses espèces animales mais affecte surtout les 
animaux domestiques de production laitière (Barlow 2011). Des taux de prévalence élevés sont 
observés dans le monde entier. Par exemple, la prévalence des mammites subcliniques chez les 
vaches laitières a récemment été évaluée entre 15 et 40 % selon les origines géographiques (Zhao et 
al. 2015). Chez les petits ruminants, les mammites ont une prévalence de 10 à 60 % selon les régions, 
avec une prévalence plus élevée des formes subcliniques (vs clinique) chez les brebis et les chèvres 
(Bergonier et al. 2003). 
Les mammites sont associées à une réduction de la qualité du lait et de la production laitière 
et à une augmentation des coûts de contrôle (traitements, abattage...), entraînant de lourdes pertes 
économiques pour les producteurs laitiers (Seegers, Fourichon, and Beaudeau 2003). De plus, elles 
peuvent avoir des conséquences sur la qualité sanitaire des aliments notamment la présence 
d’antibiotiques dans le lait. Pour ces raisons, cette pathologie continue d'être l'un des facteurs les 
plus importants qui limitent le développement de la production laitière dans le monde entier. 
 Prévention et traitement 
Du point de vue thérapeutique, les mammites cliniques sont généralement associées à un 
traitement antibiotique immédiat. La ou les voie(s) d’administration, la durée et le choix des 
molécules dépendent de la gravité et l'étiologie de l’infection. Les mammites subcliniques sont 
souvent traitées plus tard dans la lactation et/ou au tarissement par voie intra-mammaire. Dans tous 
les cas, la prévention est essentielle. L'une des mesures de base, simple et largement utilisée pour 
prévenir les mammites est d'effectuer une désinfection des trayons avant et après la traite 
(Williamson and Lacy-Hulbert 2013). Ces pratiques entrainent chaque année l’utilisation 
Chapitre I 
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d’importantes quantités de médicaments vétérinaires pour le contrôle des mammites par voie 
intramammamaire ou parentérale pour les antibiotiques et par voie topique pour les désinfectants 
(Trevisi et al. 2014). 
Malgré les nombreux efforts déployés pour prévenir et/ou traiter les mammites (désinfection 
des trayons, propreté des stabulations, etc.), une faible efficacité curative des antibiotiques et une 
prévalence relativement élevée des mammites sont généralement enregistrées. D'autre part, 
l'émergence de souches bactériennes multi-résistantes, en raison de la surutilisation des 
antibiotiques dans certains secteurs de production animale, est une préoccupation majeure en santé 
publique. Même si l’émergence de résistance n’est pas largement répandue parmi les pathogènes 
responsables des mammites, une utilisation rationnelle des antibiotiques est essentielle pour des 
raisons thérapeutiques, économiques et épidémiologiques. Dans ce contexte, l'utilisation 
d'antibiotiques devient de plus en plus controversée (Oliver, Murinda, and Jayarao 2011). 
L’identification des pathogènes responsables de l’infection, isolés à partir d’échantillons de 
lait, est un moyen de cibler le traitement qui sera le plus efficace et ainsi de réduire la quantité 
d’antibiotiques utilisée. En effet, de nombreux micro-organismes peuvent être impliqués dans 
l’apparition des mammites. Ils sont généralement classés en deux groupes : les pathogènes 
contagieux (tels que Staphylococcus aureus ou les espèces du genre Mycoplasma) et les pathogènes 
environnementaux (comprenant les coliformes et des streptocoques) (Oliver and Murinda 2012). Les 
premiers sont transmis d'un animal à un autre au cours du processus de traite tandis que les seconds 
sont présents dans l'habitat (par exemple dans la litière). Tous ces germes ne répondent pas de la 
même façon aux antibiotiques. Les mammites dues à Escherichia coli ne nécessitent pas l’utilisation 
d’antibiotiques par voie intramammaire car une guérison est observée en quelques jours sans 
traitement. Au contraire, les antibiotiques permettent de traiter les infections streptococciques 
(Roberson 2012). 
Cependant, dans certains cas l'utilisation d'antibiotiques est impossible ou restreint. Les 
mammites non bactériennes, causées par des champignons, levures ou virus (Lentivirus), ne peuvent 
être éliminées avec des antibiotiques. D’autre part, la gestion des mammites dans les fermes 
biologiques est problématique car l'utilisation d'agents antimicrobiens conduit à la perte du statut 
biologique de l’animal (Ruegg 2009). Pour ces différentes raisons, il est nécessaire de développer de 
nouvelles approches pour la prévention et le traitement des mammites. 
De nombreux essais in vitro ont été réalisés pour évaluer l’effet de traitements alternatifs. 
Différents extraits naturels de plantes et huiles essentielles ont prouvé leur efficacité sur diverses 
souches bactériennes isolées de mammites telles que S. aureus, E. coli ou S. uberis (Aiemsaard et al. 
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2011; Ananda Baskaran et al. 2009; Dal Pozzo et al. 2011; Fratini et al. 2014). Ces études soulignent 
l'utilisation possible de produits biosourcés comme potentiels moyens de lutte contre les mammites. 
Les huiles végétales ozonées peuvent également s’inscrire dans cette démarche car elles 
possèdent des propriétés antibactériennes et antifongiques intéressantes qui seront développées par 
la suite. De plus, un travail réalisé en Asie a étudié l’effet de l’huile ozonée sur des cas de mammites 
chroniques (Jo et al. 2005). Dans cette étude, 49 quartiers issus de 24 vaches allaitantes ont été 
traités. Sept quartiers ont servi de groupe contrôle et ont reçu un traitement antibiotique 
(norfloxacine) deux fois par jour pendant trois jours. Dix millilitres d’huile ozonée ont été injectés 
deux fois par jour pendant trois jours dans les 42 autres quartiers. L’huile ozonée a permis au cours 
de cet essai de diminuer significativement le nombre de cellules somatiques. Cependant, les résultats 
obtenus ne sont pas statistiquement différents de ceux observés pour le groupe contrôle. Même si 
cette étude est sommaire elle permet d’envisager le développement d’une nouvelle application des 
huiles ozonées et mérite l’étude que nous proposons. 
 L’OZONATION DES HUILES VEGETALES 
 Les huiles végétales 
 Généralités 
Les huiles végétales sont majoritairement composées de triglycérides (95 à 99 %). Le reste de 
la fraction lipidique (1 à 5 %) renferme des composés dits « mineurs », en raison de leur faible 
teneur. Ces composés correspondent à la fraction insaponifiable de l’huile, c’est-à-dire aux composés 
qui restent hydrophobes après une hydrolyse basique, et aux contaminants et constituants de 
dégradation. Ils sont très variés en nature (hydrocarbures divers, composés terpéniques, vitamines 
liposolubles…) et en proportions. Parmi eux, se trouvent les tocophérols qui agissent comme 
antioxydants contre les dérivés réactifs de l'oxygène produits notamment par l'oxydation des acides 
gras. En effet, les tocophérols ont la capacité de donner un hydrogène de leur groupement 
phénolique aux radicaux libres pour les stabiliser (Bramley et al. 2000). 
Les triglycérides (TAGs) sont constitués d’un glycérol estérifié par trois acides gras (Figure 
I-1). Selon la combinaison et l’assemblage des acides gras sur le glycérol, le TAG n’aura pas la même 
structure et pourra être homogène (acides gras semblables) ou hétérogène (acides gras différents).  
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Figure I-1. Structure d’un triglycéride (R1, R2 et R3 désignent les chaines aliphatiques saturées ou insaturées d’acides gras) 
Les acides gras sont des molécules caractérisées par une chaine aliphatique présentant une 
fonction acide carboxylique à l’une des extrémités. Cette dernière permet la formation de la liaison 
ester entre les acides gras et le glycérol. Dans les huiles végétales, la chaine aliphatique contient un 
nombre d’atomes de carbone compris entre 6 et 24 (Dubois et al. 2007). Elle peut contenir une ou 
plusieurs insaturations (double liaison carbone-carbone) de type cis et généralement située(s) en 
position 6, 9, 12 ou 15 (par rapport au carbone 1 de la fonction carboxylique).  
Quatre acides gras constituent majoritairement les TAGs des huiles végétales : l’acide 
palmitique, l’acide stéarique, l’acide oléique et l’acide linoléique (Figure I-2).  
 
Figure I-2. Structure de quatre principaux acides gras rencontrés dans des huiles végétales 
 Cependant, les huiles diffèrent les unes des autres par leurs teneurs respectives en ces 
différents acides gras. A titre d’exemple, les huiles de colza et d’olive sont riches en acide oléique 
alors que l’huile de palme est riche en acide palmitique (Kamal-Eldin and Andersson 1997; Vingering 
et al. 2010). De plus, la diversité variétale des semences d’oléagineux permet l’obtention d’huiles 
présentant des profils différents de composition en acides gras. C’est notamment le cas de l’huile de 
tournesol (Warner et al. 2007). 
Acide oléique
18:1 (n-9)
O
OH
O
HO
O
HO
O
OH
Acide palmitique
16:0
Acide stéarique
18:0
Acide linoléique
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 L’huile de tournesol 
Avec une production mondiale de l’ordre de 15,6 millions de tonnes en 2014, l’huile 
tournesol se place au 4ème rang des huiles végétales les plus produites après l’huile de soja, l’huile de 
palme et l’huile de colza (List 2015).  
L’apparition de nouveaux hybrides a permis la production d’huiles de tournesol présentant 
des profils en acides gras différents. Les huiles de tournesol issues d’hybrides classiques ont une 
teneur en acide linoléique variant de 50 à 75 %. Au contraire, les huiles obtenues à partir des 
hybrides oléiques et hauts oléiques possèdent des teneurs faibles en acide linoléique mais leurs 
teneurs en acide oléique peuvent être supérieures à 70 % (Warner et al. 2007). Ces huiles sont 
spécifiquement recherchées pour des applications nutritionnelles (huiles de friture) ou comme 
matières premières pour de nouvelles transformations non-alimentaires (Borredon et al. 2011). 
La région Midi-Pyrénées est de par sa géolocalisation une zone propice à la culture du 
tournesol. Les nouveaux hybrides développés ouvrent la porte à de nouvelles valorisations des huiles 
de tournesol produites localement. 
L'huile de tournesol à haute teneur en acide oléique présente un intérêt industriel pour la 
production de mono- et diacides à chaines impaires et courtes (Godard 2012) mais aussi pour 
l’obtention d’esters méthyliques essentiels à la fabrication des biocarburants (Ramos et al. 2009). Un 
autre débouché potentiel de cette huile pourrait être la production d’huiles ozonées. Ces dernières 
sont obtenues par réaction de l’ozone sur les huiles végétales et possèdent des propriétés 
médicinales intéressantes. 
 La réaction d’ozonolyse 
 L’ozone 
La découverte de l’ozone est attribuée à l’allemand Schönbein dans les années 1840. 
Cependant, de nombreuses allusions à une odeur caractéristique ont été faites bien avant, 
notamment dans l’Antiquité par Homère. L’odeur de l’ozone est décelable à des concentrations 
d’environ 0,01 ppm (Cain, Schmidt, and Wolkoff 2007).  
Au laboratoire, l’ozone peut être produit, à partir d’air ou d’oxygène pur, de trois façons 
différentes : par décharge électrique (décharge Corona), par rayonnement ultraviolet (UV) ou par 
voie électrochimique (Benson 1959; Dohan and Masschelein 1987). 
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L'ozone est une forme allotropique de l'oxygène. C'est une molécule formée de trois atomes 
d'oxygène dont la formule est O3. Elle peut être considérée comme un hybride de résonnance de 
quatre formes mésomères selon la Figure I-3 (Bailey 1978). 
 
Figure I-3. Les formes mésomères de l'ozone 
Dans les conditions usuelles d'utilisation, l’ozone se présente sous la forme d’un gaz de 
couleur bleu pâle qui est soluble dans l'eau. C'est un oxydant puissant qui possède de nombreuses 
applications notamment dans le traitement des eaux (Langlais, Reckhow, and Brink 1991; Percival et 
al. 2014).  
L’ozone est une molécule instable qui se décompose rapidement en oxygène. En effet, sa 
demi-vie à 20 °C est de 20 min dans l’eau et de 3 jours dans l’air. En solution aqueuse, sa vitesse de 
décomposition dépend du pH, de la température et de la pureté de l’eau (Roth and Sullivan 2008).  
La réaction de l’ozone avec les composés organiques peut se faire soit de façon directe 
(action de l’ozone) soit de façon indirecte via les radicaux libres (OH•) formés lors de la dégradation 
de l’ozone en solution aqueuse.  
 Le mécanisme réactionnel 
L’ozone est donc un oxydant très puissant capable de cliver les doubles liaisons des acides 
gras insaturés présents dans les huiles.  
L’ozonolyse des huiles suit le mécanisme décrit par Criegee en 1975 et conduit à la formation 
de composés oxygénés tels que les ozonides, les peroxydes et les aldéhydes. Dans un premier temps, 
l’ozone se fixe au niveau de la double liaison carbone-carbone des acides gras insaturés, via une 
cycloaddition 1,3-dipolaire, pour former un intermédiaire cyclique et instable appelé ozonide 
primaire (ou molozonide). Ce dernier va rapidement se décomposer pour donner un aldéhyde et un 
zwiterrion (Figure I-4)(Kuczkowski 1983).  
 
Figure I-4. Cycloaddition 1,3-dipolaire O3/C=C et décomposition du molozonide 
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 Dans une deuxième étape, les deux espèces chimiques formées donnent lieu à des 
réarrangements dépendants de la nature du milieu réactionnel (protique ou aprotique). En effet, en 
milieu aprotique, les zwitterrions et les aldéhydes s’assemblent pour former trois ozonides de 
Criegee (1,2,4-trioxolane) par cycloaddition 1,3-dipolaire (Figure I-5)(Criegee 1975). Chaque ozonide 
possède un isomère cis et un trans (Wu et al. 1992). 
 
Figure I-5. Formation de l'ozonide de Criegee 
Dans les mêmes conditions, les zwitterions sont également susceptibles de réagir entre eux, 
pour former des peroxydes dimériques et polymériques (Figure I-6)(Ishmuratov et al. 2010). 
 
Figure I-6. Formation des peroxydes dimériques 
Au contraire, en milieu protique, les zwiterrions réagissent avec les molécules de solvant 
présentes pour devenir des hydroperoxydes. Ces derniers se décomposent en acides carboxyliques 
et/ou en composés carbonylés (Figure I-7)(Vesna et al. 2009). En milieu aqueux cette réaction 
conduira à la formation d’hydroxy-hydroperoxydes. 
 
Figure I-7. Formation des hydroperoxydes en milieu protique 
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Les zwiterrions peuvent alors réagir avec les acides carboxyliques présents pour former des 
α-acyloxyalkyl hydroperoxydes (Figure I-8)(Nishikawa et al. 1995). 
 
Figure I-8. Formation des α-acyloxyalkyl hydroperoxydes 
La nature du solvant conditionne donc fortement la composition du produit final. Ainsi, en 
milieu protique, la réaction d’ozonation des acides gras insaturés produit majoritairement des 
aldéhydes, des hydroperoxydes, des acides carboxyliques et seulement une faible quantité d’ozonide 
de Criegee (1,2,4-trioxolane)(Díaz, Núñez, et al. 2005; Omonov, Kharraz, and Curtis 2011). Au 
contraire, en milieu aprotique, l’ozonide de Criegee et les peroxydes polymériques seront 
majoritaires et les autres produits seront présents en moindre proportion voire absents. 
Différents travaux soulignent que les rendements observés pour les produits d’ozonation 
dépendent de divers paramètres tels que la dose d’ozone appliquée, la durée de la réaction ou 
encore la composition du milieu réactionnel (Díaz, Gavín, et al. 2006; Díaz, Núñez, et al. 2005; 
Zanardi et al. 2008). Par conséquent, les conditions expérimentales choisies influenceront fortement 
la nature et la quantité des produits formés. 
 Les procédures d’obtention des huiles ozonées 
De nombreuses réactions d’ozonation d’huiles végétales ont été décrites dans la littérature 
et sont présentées dans le Tableau I-1. Les conditions expérimentales lors de ces réactions sont très 
variées car de nombreux paramètres entrent en jeu : 
- La nature des huiles végétales  
- La quantité d’huile ozonée  
- L’ajout ou non de solvant  
- La nature (protique ou aprotique) et la quantité du solvant ajouté 
- Le débit d’ozone  
- La concentration en ozone  
- La température de la réaction  
- La durée de la réaction  
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- Le type de réacteur (à bullage, bouteille de Dreschel, etc.) 
Malgré la grande diversité des conditions opératoires, on peut noter que la plupart des 
expériences sont réalisées sans ajout de solvant et à température ambiante.  
Il apparait également que l’huile de tournesol a été particulièrement étudiée (Díaz, Gavín 
Sazatornil, et al. 2005; Jardines et al. 2003; Skalska et al. 2009; Soriano, Migo, and Matsumura 2003). 
De plus, Díaz-Gómez et al. (2009) ont comparé l’effet de l’ozonation sur des huiles de tournesol avec 
des profils en acides gras différents. Cette étude a été réalisée sans ajout de solvant lors de 
l’ozonation et différentes doses d’ozone ont été appliquées. Les résultats obtenus montrent que la 
composition en acides gras n’a que peu d’influence sur la composition et sur l’activité 
antibactérienne de ces huiles ozonées. 
Cependant, même si certains auteurs ont comparé différentes conditions réactionnelles ou 
types d’huile aucun travail ne combine l’étude de l’effet de ces deux paramètres. 
La comparaison des huiles ozonées obtenues se fait au travers de divers paramètres physico-
chimiques. En effet, comme le montre le Tableau I-1, de nombreuses techniques de caractérisation 
sont décrites dans la littérature. 
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 Tableau I-1. Exemples de conditions d'ozonation des huiles végétales décrites dans la littérature 
Nature du corps gras 
Quantité de 
corps gras 
Solvant ajouté 
Débit 
d’ozone (l/h) 
Concentration 
en ozone 
Température Durée de la réaction Caractérisation Référence 
Graisse de Theobroma 150 mL 15 mL d’H2O 42 71,3 mg/L 45 °C Différentes durées 
II, IP, AV, hydroperoxydes 
totaux et CPG 
Díaz Gómez et al. (2006) 
Huile de canola 100 g 
600 mL d’éthanol 
ou de méthanol ou 
d’acétate d'éthyle 
390 ≈ 50 mg/L 0 °C 90 min 
CPG, 1H-RMN, SEC et suivi de 
la température 
Omonov et al. (2011) 
Huile de noix de coco 150 g 
15 mL d’H2O ou 
d’éthanol ou rien 
54 37,5 mg/L TA 74,4 min IP, AV, viscosité et 1H-RMN Díaz, Núñez, et al. (2005)  
Huile d’olive 190 g / 60 10 ppm 30°C 50 h HPLC, IR et RMN (1H et 13C) Miura et al. (2001)  
Huile d’olive 5 – 10 mL Rien ou CCl4 ≈ 6 
1000 – 25000 
ppm 
20°C NS 
IR, 1H-RMN et suivi de l’ozone 
absorbé 
Georgiev et al. (2015) 
Huile d’olive ou de soja  200 mL / 300 NS NS 2, 7 et 20 h 
IP, AV, CPG, viscosité, densité 
et RMN (1H et 13C) 
Sadowska et al. (2008) 
Huile de sésame 40 mL / 90 45 mg/L NS Différentes durées II, IP, AV et viscosité Valacchi et al. (2011) 
Huile de sésame 40 mL / 90 45 mg/L NS 15 à 120 min 
II, IP, viscosité et RMN (1H, 
13C, COSY et HMQC) 
Sega et al. (2010) 
Huile de sésame 40 mL / 90 55 mg/L NS 15 à 120 min 
IP, II, AV, RMN (1H et 13C), IR 
et viscosité 
Zanardi et al. (2008) 
Huile d’olive 
80 mL 8 mL d’H2O 30 75,2 mg/L 25 °C 
5,73 h  
II, IP, AV et CPG Díaz, Hernández, et al. (2006) 
Huile de tournesol 8,05 h 
Huile de tournesol  150 g / 42 79,5 mg/L TA 2 h 
IP et RMN (1H, 13C, DEPT et 
2D-COSY) 
Díaz, Gavín Sazatornil, et al. 
(2005)  
Huile de tournesol  192 g 20 mL d’H2O 72 81,6 mg/L TA 
Différentes durées 
(jusqu’à 3,5 h) 
IP, aldéhydes et 1H-RMN Díaz, Gavín, et al. (2006)  
Huile de tournesol 200 mL / 30 71 mg/L TA 
6 h (différents 
échantillons prélevés) 
IP et hydroperoxydes totaux 
Martínez Téllez and Díaz 
Gómez (2006) 
Huile de tournesol 150 mL / 20 30 mg/L TA 1 à 50 h II, IP, AV et viscosité Skalska et al. (2009) 
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Nature du corps gras 
Quantité de 
corps gras 
Solvant ajouté 
Débit 
d’ozone (l/h) 
Concentration 
en ozone 
Température Durée de la réaction Caractérisation Référence 
Huile de tournesol haute oléique 
ou haute palmito-oléique  
150 mL /  30 79 mg/L 25 °C 
1,3 - 2,5 et 4 h  
IP, AV, CPG et analyse 
élémentaire 
Díaz-Gómez et al. (2009) 
Huile de tournesol classique 1,3 – 2,75 et 4,75 h 
Huile de tournesol 200 mL / 72 81,6 mg/L TA 
2,5 h (différents 
échantillons prélevés) 
IP, viscosité, densité et 1H-
RMN 
Hernández Tápanes, Martínez 
Téllez, and Díaz Gómez (2004) 
Huile de tournesol 50 mL 
Rien ou  
400 mL d’H2O 
30 33-39 mg/L NS NS IR et 1H-RMN Soriano et al. (2003) 
Huile de tournesol 200 mL / 30 36 ou 75 mg/L TA Différentes durées 
IP, AV, CPG, EPR, viscosité, 
densité, analyse élémentaire 
Díaz et al. (2012) 
NS : non-spécifié, / : pas d’ajout de solvant, TA : température ambiante
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 LA CARACTERISATION DES HUILES OZONEES 
 Analyse par dosages volumétriques 
Trois types de dosages volumétriques sont très fréquemment utilisés pour la caractérisation 
des huiles ozonées (Tableau I-1), à savoir : 
- L’indice d’iode (II) qui est un indicateur du nombre d’insaturations d’une huile. Il est 
déterminé à partir de la masse de diiode capable de se fixer sur les insaturations des 
acides gras grâce à un dosage iodométrique en retour (AFNOR 2011).  
- L’indice de peroxyde (IP) qui correspond à la quantité de peroxydes formés lors de 
l’oxydation de l’huile. L’IP est déterminé par un dosage iodométrique (AFNOR 2010a) 
reposant sur la réaction des peroxydes avec les ions iodures pour former du diiode. Cet 
indice ne permet pas d’obtenir d’informations sur la nature des peroxydes formés. 
- La détermination de l’acidité (AV) d’une huile permet d’évaluer la quantité d’acides. L’AV 
est déterminée par un dosage acido-basique (AFNOR 2009) en neutralisant les acides 
présents avec de l’hydroxyde de potassium. 
Lors de l’ozonation des huiles végétales, une diminution de l’II et une augmentation de l’IP et 
de l’AV sont observées en fonction de la durée de la réaction. Ces phénomènes peuvent être 
expliqués par le mécanisme réactionnel mis en jeu. L’ozone se fixe au niveau des doubles liaisons 
carbone-carbone des acides gras pour former des composés oxygénés tels que des peroxydes et des 
acides carboxyliques. 
Ces méthodes permettent de suivre l’évolution de l’état d’oxydation tout en étant simples, 
suffisamment sensibles et reproductibles dans des conditions normalisées. Elles sont déjà utilisées 
pour la standardisation de la production de l’Oleozon® (huile de tournesol ozonée commercialisée à 
Cuba) (Sechi et al. 2001). Cependant, ces méthodes donnent uniquement une information globale 
relative à une fonction chimique et/ou à une famille de molécules issues de la réaction d’oxydation 
(ex. peroxydes, acides). D’autres méthodes doivent être mises en place pour obtenir des 
informations plus détaillées.  
 Analyse par infrarouge à transformée de Fourier (FT-IR) 
Cette technique est rapide et permet de fournir des informations sur les changements de 
groupements fonctionnels intervenant lors de l’ozonation sans étape de séparation préalable. Les 
spectres sont enregistrés soit par dépôt d’une fine couche de produit sur une pastille de bromure de 
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potassium soit par dissolution de l’échantillon dans du chloroforme. La lecture du spectre se fait 
généralement entre 800 et 4000 cm-1 (Travagli et al. 2010). 
L’analyse des spectres, montre une diminution de l’intensité des bandes correspondant à 
l’étirement des liaisons C=C et =C–H (≈1650 cm−1 et ≈3000 cm−1 respectivement) et une 
augmentation de l’intensité de la bande correspondant à l’étirement de la liaison C–O de l’ozonide 
(≈1105 cm−1) (Georgiev et al. 2015; Zanardi et al. 2008). Selon les conditions et la durée de 
l’ozonation, l’apparition d’un épaulement entre 3300 et 3600 cm−1 et un élargissement de la bande 
située à ≈1750 cm−1 sont également observés. Ces signaux peuvent être attribués respectivement à la 
présence de groupements hydroxyles (acides carboxyliques et/ou hydroperoxydes) et à la formation 
de nouveaux composés carbonylés (aldéhydes et/ou d’acides carboxyliques) (Guillén and Cabo 2002; 
John, Bhattacharya, and Raynor 2004; Soriano et al. 2003). 
L’analyse par FT-IR complète les informations apportées par les dosages volumétriques 
décrits précédemment car elle permet d’identifier de nouveaux groupements fonctionnels tels que 
les ozonides.  
 Analyse par Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) 
L’analyse par RMN du corps gras avant et après ozonation permet d’identifier les 
modifications survenant lors de cette réaction. La technique la plus utilisée est la RMN du proton 
(1H). Les spectres sont obtenus par dissolution du corps gras dans du chloroforme deutéré (CDCl3) 
avec ou sans ajout de tétraméthylsilane (TMS) comme étalon interne (Díaz, Gavín, et al. 2006). 
Cette technique est utilisée par de nombreux auteurs (Tableau I-1) et a permis d’identifier les 
zones spectrales d’intérêt qui sont listées dans le Tableau I-2. L’étude des spectres montre une 
diminution de l’intensité des signaux liés à la double liaison carbone-carbone situés à δ 5,3 ppm pour 
l’hydrogène et δ 128-130 ppm pour le carbone. Cette diminution s’accompagne de l’apparition de 
signaux dus à la formation des aldéhydes (δH 9,6-9,7 ppm et δC 202 ppm), des ozonides (δH 5,1-
5,2 ppm et δC 103,4-104,5 ppm) et d’hydroperoxydes (δH 2,4 et 5,5 ppm). 
L’utilisation de méthodes de RMN bidimensionnelle (COSY ou HMQC) confirme l’attribution 
des signaux observés en RMN du proton et du carbone et apporte des informations structurales sur 
les produits formés (Díaz, Gavín Sazatornil, et al. 2005; Sega et al. 2010). Sega et al. ont ainsi mis en 
évidence la formation de mono-ozonides et de di-ozonides formés respectivement à partir des acides 
oléique et linoléique. Cependant, la complexité du mélange réactionnel ne permet pas de déterminer 
la structure des produits issus de la scission des doubles liaisons (e.g. aldéhydes, peroxydes). 
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Tableau I-2. Signaux RMN de différents groupements fonctionnels 
Groupements 
fonctionnels 
Déplacements chimiques 
(ppm) 
1H 13C 
─CH3 0,8 – 0,9 14,28 
─(CH2)n─ 1,30 29,15 – 31,89 
─CH2−CH2−OCO─ 1,60 24,84 
─CH2OCO─ 2,30 34,08 
─OCO─ − 172,98 
─CH2−CH=CH−CH2─ 5,35 128,0 – 130,0 
─CH2−CH=CH−CH2─ 2,00 27,18 
 
5,1 – 5,2 103,4 – 104,5 
─CHO 9,6 – 9,7 202,0 
Hydroperoxydes  
2,4  
5,5 
− 
 Analyse par chromatographie  
 La chromatographie en phase gazeuse (CPG) 
La CPG couplée à un détecteur à ionisation de flamme est une technique fréquemment 
utilisée lors de la caractérisation des huiles ozonées car elle permet de suivre la disparition des acides 
gras insaturés qui réagissent avec l’ozone (Díaz, Hernández, et al. 2006). Cette technique permet 
également de suivre l’apparition de certains composés volatils notamment les aldéhydes et les acides 
carboxyliques correspondants et de les quantifier en utilisant le p-anisaldéhyde comme étalon 
interne (Omonov et al. 2011). Néanmoins il est très probable qu’une partie des produits observés 
soit due à la dégradation thermique des ozonides lors de l’injection (température de l’injecteur fixée 
à 250 °C). En effet, Cataldo (2015a) a montré que les ozonides se décomposent à une température 
d’environ 150 °C pour former des aldéhydes et des acides carboxyliques.  
La CPG couplée à un spectromètre de masse permet l’étude des composés volatils et 
partiellement volatils présents dans l’huile ozonée. Elle peut nécessiter une extraction préalable de 
ces composés par extraction liquide-liquide avec du méthanol ou par purge gazeuse (Ledea et al. 
2001). Cette méthode a permis de confirmer la formation d’hexanal, de nonanal, de non-3-énal et 
des acides carboxyliques correspondants lors de l’ozonation d’huile de tournesol (Oleozon®). 
H
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 Les techniques de chromatographie liquide  
La chromatographie d’exclusion stérique (SEC) permet de séparer les différents groupes de 
composés contenus dans l’huile ozonée en fonction de leurs masses molaires. L’analyse des 
chromatogrammes obtenus, lors de l’ozonation d’huile de tournesol, grâce à cette technique 
analytique montre trois groupes de composés : les composés de poids moléculaires inférieurs aux 
triglycérides (aldéhydes et acides carboxyliques), les triglycérides et triglycérides modifiés (ozonides) 
et les composés de poids moléculaires supérieurs aux triglycérides (polymères) (Ledea Lozano et al. 
2005). Cette technique couplée à un réfractomètre (SEC-RI) permet également de suivre l’évolution 
du poids moléculaire de l’échantillon par comparaison de son temps de rétention à ceux de 
standards de masses moléculaires connues (Omonov et al. 2011).  
L’HPLC en phase inverse peut être utilisée en couplage avec un détecteur UV (210 nm) pour 
analyser les triglycérides de l’huile avant et après ozonation et ainsi identifier les ozonides de 
triglycérides formés (Miura et al. 2001). Les auteurs de cette étude ont démontré que l’ozonation 
d’huile d’olive conduit principalement à la formation de tri-ozonides de trioléine (45 %). Toutefois, 
les différents composés séparés n’ont pas été collectés pour mener des études complémentaires 
telles que des analyses par RMN ou par spectrométrie de masse. 
Les différentes techniques mises au point permettent d’obtenir de nombreuses informations 
sur la nature et la quantité des produits formés. Cependant, il reste nécessaire de combiner plusieurs 
techniques pour avoir des données précises sur le mélange obtenu après ozonation des corps gras. 
D’autre part, ces techniques ont rarement été utilisées pour purifier des produits qui pourront 
ensuite être étudiés individuellement. 
La caractérisation fine des huiles ozonées reste une étape primordiale en vue de leur 
utilisation, d’autant plus que diverses applications de ces produits sont décrites dans la littérature. 
 L’ACTIVITE ANTIMICROBIENNE DES HUILES OZONEES 
 L’évaluation de l’activité antibactérienne 
Les bactéries et les champignons sont responsables d’un grand nombre de pathologies chez 
l’homme comme chez l’animal. Les infections bactériennes étant classiquement traitées par 
l’utilisation d’antibiotiques des multi-résistances sont apparues devenant un problème sanitaire 
majeur au niveau mondial en santé humaine et animale. Il est urgent et nécessaire de développer de 
nouvelles molécules ayant des propriétés germicides. C’est le cas des huiles ozonées qui ont été 
décrites pour leurs propriétés antibactériennes (Sechi et al. 2001) et antifongiques (Geweely 2006). 
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L’activité antibactérienne des huiles ozonées peut être évaluée grâce à deux types de 
paramètres : leur concentration minimale inhibitrice de croissance (CMI) et leur bactéricidie 
(mortalité bactérienne). La CMI est définie comme étant la plus faible concentration d’un agent 
antibactérien nécessaire pour inhiber toute croissance visible d’un microorganisme au cours d’une 
période définie et dans des conditions contrôlées (CLSI 2012). La bactéricidie peut être évaluée de 
différentes manières. En effet, la détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB) et sa 
comparaison à la valeur de la CMI permet de savoir si le produit est bactéricide ou bactériostatique. 
Des courbes de mortalité de la souche bactérienne étudiée en présence de l’agent antibactérien 
peuvent également être tracées et le nombre de survivants en fonction du temps peut être étudié. 
L’effet antimicrobien de l’huile de tournesol ozonée a été évalué in vitro sur différentes 
souches bactériennes dont certaines multi-résistantes (Curtiellas et al. 2005; Díaz, Hernández, et al. 
2006; Lezcano et al. 1999; Rodrigues et al. 2004; Sechi et al. 2001). Cependant, il est difficile de 
comparer les résultats entre eux car les méthodes utilisées varient. Certains auteurs utilisent un 
pourcentage de produit (Thomson et al. 2011), d’autres une dose d’ozone (Skalska et al. 2009) ou 
encore une concentration en huile ozonée (Díaz, Gavín, et al. 2006) pour évaluer l’activité 
antimicrobienne. 
L’étude la plus complète a été menée par Sechi et al. (2001). Au cours de ces travaux les 
auteurs ont déterminé les CMIs d’huile de tournesol ozonée (Oleozon®) sur 250 souches dont 
certaines multi-résistantes. Les souches testées appartiennent à 27 espèces bactériennes différentes 
et les valeurs des CMIs obtenues varient entre 0,95 et 9,5 mg/mL. Parmi les souches testées on 
retrouve des souches de collection (ATCC) mais aussi des isolats cliniques. Les résultats détaillés sont 
présentés dans le Tableau I-3. 
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Tableau I-3. Valeurs des CMIs des différentes souches étudiées par Sechi et.al (2001) 
Groupe bactérien Espèce/Souche CMI (mg/mL) 
Enterococci 
E. hirae ATCC 9790 9,5 
E. faecalis ATCC 35038 9,5 
E. faecium ATCC 19474 9,5 
E. gallinarum ATCC 49573 2,37 
E. casseliflavus ATCC 25778 9,5 
E. maleodoratus ATCC 43197 4,75 
E. durans ATCC 19432 9,5 
E. solitarius ATCC 49428 9,5 
E. pseudoavium ATCC 49472 9,5 
E. avium ATCC 14025 9,5 
E. saccharolyticus ATCC 43076 9,5 
E. mundtii ATCC 43186 9,5 
E. faecium (21) 1,18 – 9,5 
E. faecalis (10) 4,75 – 9,5 
Streptococci S. pyogenes (40) 2,37 – 9,5 
Staphylococci 
S. aureus ATCC 29213 9,5 
S. epidermidis ATCC 14990 2,37 
S. aureus (50) 2,37 – 9,5 
S. epidermidis (19) 2,37 – 9,5 
Mycobactéries 
M. tuberculosis H37 Rv 0,95 
M. smegmatis mc155 0,95 
M. abscessus (1) 2,37 
M. aurum (1) 0,95 
M. avium (2) 2,37 
M. fortuitum (2) 0,95 – 2,37 
M. chelonae (2) 2,37 
M. tuberculosis (1) 0,95 
M. tuberculosis MDR (2) 0,95 – 2,37 
Autres bactéries 
E. coli ATCC 25922 4,75 
E. coli XL1 1,18 
E. coli (40) 1,18 – 9,5 
P. aeruginosa ATCC 27853 4,75 
P. aeruginosa (40) 4,75 – 9,5 
On remarque que certaines des espèces étudiées ne sont pas spécifiques de pathologies 
humaines et peuvent également être impliquées dans l’apparition de mammites (signalées en bleu 
dans le Tableau I-3). Cependant, les souches testées dans cette étude de Sechi et al. ont été isolées 
chez des patients. Il est donc probable que les valeurs de CMIs obtenues diffèrent légèrement pour 
des souches isolées d’animaux. De plus, ces espèces ne sont pas représentatives de la diversité des 
agents infectieux impliqués dans les mammites. 
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L’efficacité des huiles végétales ozonées a par ailleurs été comparée avec celle 
d’antibiotiques. Díaz et al. (2005) ont observés un plus grand diamètre d’inhibition de croissance 
pour des huiles de coco ozonées que pour la kanamycine, l’érythromycine, la gentamicine et le 
chloramphénicol sur S. aureus ATCC 25923. Les mêmes types d’observations ont été faites par 
Montevecchi et al. (2013) sur S. aureus ATCC 29213 avec de l’huile ozonée comparée à des solutions 
de chlorhexidine digluconate 0,2 % et de povidone iodée 10 %. 
A ce jour, les huiles ozonées ont montré leur efficacité sur toutes les souches testées. Ce 
phénomène pourrait être expliqué par leur mécanisme d’action. 
 Le mode d’action des huiles ozonées sur les micro-organismes 
Deux études ont permis d’amener des explications concernant le mécanisme d’action 
impliqué dans l’activité antibactérienne des huiles ozonées (Curtiellas et al. 2008; Ledea Lozano et al. 
2010). Il a été mis en évidence que l’huile de tournesol ozonée agit dès la première minute de 
contact sur la viabilité des bactéries. Il semblerait que les huiles ozonées agissent par attaque 
oxydative au niveau des membranes cellulaires, sans altérer leur structure. En effet, l’observation 
microscopique de cellules bactériennes exposées à l’Oleozon® ne montre pas de modifications de 
l’intégrité de la paroi cellulaire. Cependant, une diminution de la quantité des groupements sulfures 
(-SH) présents sur certaines protéines membranaires a été mesurée. Cette première étape provoque 
une fuite du contenu cytoplasmique par modification de la perméabilité membranaire qui 
interviendrait après la mort des microorganismes.  
Néanmoins, de nombreuses études restent à mener pour élucider complètement le mode 
d’action des huiles ozonées. La connaissance des molécules actives pourrait permettre de mieux 
appréhender les mécanismes mis en jeu. 
 L’IDENTIFICATION DES MOLECULES ACTIVES  
A ce jour, les composés responsables de l’activité antibactérienne des huiles ozonées n’ont 
pas été clairement identifiés. Les résultats de plusieurs études démontrent une corrélation entre 
l’indice de peroxyde et l’activité antibactérienne (Díaz et al. 2012; Díaz, Gavín, et al. 2006; Díaz, 
Hernández, et al. 2006; Díaz-Gómez et al. 2009; Skalska et al. 2009). En effet, plus l’IP est élevé et 
meilleure est l’activité antibactérienne. Ceci suggère que ce sont les espèces peroxydiques formées 
lors de l’ozonolyse (hydroperoxydes, oligomères de peroxydes, ozonides) qui sont responsables de 
cet effet.  
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 Diaz et al. (2001) ont montré que les ozonides, produits lors de l’ozonation d’oléate de 
méthyle, possédaient une activité antibactérienne mais que cette dernière était inférieure à celle 
d’huile de tournesol ozonée. Ceci suggère que d’autres composés présents dans l’huile ozonée ont 
également une activité.  
La composition des huiles végétales conduit à la formation d’un milieu réactionnel complexe 
lors de leur ozonation (Omonov et al. 2011; Sun, Zhao, and Curtis 2012). En effet, les huiles sont 
composées de différents types de triglycérides et de composés mineurs. L’ozone peut réagir avec ces 
différents constituants conduisant à la formation d’un grand nombre de molécules potentiellement 
actives. Cependant, l’utilisation de modèles simplifiées tels que des esters d’acides gras ou des 
triglycérides purs permet l’identification des molécules formées lors de l’ozonation d’huile végétale. 
De nombreux travaux ont été menés sur l’ozonolyse de corps gras simples comme le montre 
le Tableau I-4. Ces études ont permis l’identification de différentes molécules notamment par RMN 
et spectrométrie de masse. 
Ainsi, en milieu aprotique, l’ozonation d’esters méthyliques conduit essentiellement à la 
formation d’ozonides (>99%) (Diaz et al. 2001; Louis et al. 2014; Wu et al. 1992). La caractérisation 
structurale des différents ozonides a mis en évidence la formation de deux ozonides ‟cross” et d’un 
ozonide ‟normal”. Chacun de ces ozonides présente deux isomères, un cis et un trans. L’utilisation de 
techniques chromatographiques telles que la chromatographie sur couche mince (CCM) ou l’HPLC en 
phase inverse permet la séparation des isomères cis et trans des trois différents ozonides formés lors 
de l’ozonation de l’oléate de méthyle (Louis et al. 2014; Wu et al. 1992).  
 L’ozonation d’acides gras libres ou de TAGs dans les mêmes conditions conduit également à 
la formation d’ozonides. Cependant, la présence de groupements carboxyles entraine des 
phénomènes de polymérisation (Figure I-8, p12). Sun et al. (2012) ont observé la formation de 
dimères de trioléine par spectrométrie de masse. De même, Ledea et al. (2003) rapportent la 
formation d’acyloalkyl hydroperoxydes par réaction de l’acide oléique avec les zwitterions formés 
lors de la première étape de la réaction d’ozonolyse.  
En milieu protique, la diversité des composés formés est encore plus importante. En effet, en 
plus des composés précédemment cités, la formation d’aldéhydes, d’acides carboxyliques, 
d’oligomères de peroxyde et d’hydroperoxydes est également observée. Nishikawa et al. (1995) ont 
utilisé l’HPLC en phase inverse en couplage avec la spectrométrie de masse pour séparer et identifier 
les composés formés lors de l’ozonation d’oléate de méthyle dans différentes conditions. La 
formation d’oligomères de peroxydes, d’ozonides, d’aldéhydes, d’1-acyloalkyl-1-hydroperoxyde et 
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d’1-acyloxyalkyl-1’-hydroxyalkylperoxydes lors de l’ozonation d’oléate de méthyle en présence 
d’acides carboxyliques a ainsi pu être observée. 
Néanmoins, malgré les différentes techniques de séparation mises au point, l’activité 
antibactérienne de ces composés pris individuellement n’a jamais été évaluée.  
Tableau I-4. Ozonation de corps gras simples 
Nature du corps gras Solvant ajouté 
Caractérisation des produits 
obtenus 
Référence 
Acide oléique 
Différentes humidités 
relatives 
GC-MS et quantification des 
peroxydes formés 
Vesna et al. (2009) 
Acide oléique Acétate d'éthyle MS et MS-MS Reynolds et al. (2006)  
Acide oléique 
Eau ou éthanol ou 
Tétrachlorométhane 1H-RMN Ledea et al. (2003) 
Oléate de méthyle  Ethanol ou hexane ou eau 
Acide oléique  Acide carboxylique 
(différents types) ou 
méthanol ou iso-octane 
1H-RMN, CPG, IP Rebrovic (1992) 
Oléate de méthyle  
Linoléate de méthyle  
Eau + différentes quantités 
d’α-tocophérol 
1H-RMN, IP et teneur en 
aldéhydes 
Diaz-Gomez et al. (2004)  
Linoléate de méthyle  Eau  
RMN (1H et 13C, 2D-COSY et 
DEPT 135) et IP 
Díaz and Gavín (2007)  
Linoléate de méthyle   Eau ou éthanol 
1H-RMN + indice de 
peroxydation  
(méthode au TBA) 
Díaz et al. (2002) 
Oléate d’éthyle Rien 
FT-IR et calorimétrie 
différentielle à balayage 
Cataldo (2013) 
Oléate de méthyle  Acide nonanoïque 
LC-MS, RMN (1H et 13C) et 
SEC 
Nishikawa et al. (1995)  
Oléate de méthyle Hexane  1H-RMN Diaz et al. (2001)  
Oléate de méthyle  Pentane ou hexane 
CCM, RP-HPLC, spectre UV, 
FT-IR, MS et RMN (1H et 13C) 
Wu et al. (1992) 
Oléate de méthyle Dichlorométhane ou rien HPLC et 1H-RMN Louis et al. (2014) 
Oléate de méthyle  
Hexane  LC-MS et CPG-MS Sun et al. (2012) 
Trioléine 
Trioléine  Rien 
RMN (1H et 13C, 2D-COSY et 
DEPT 135) et IP 
Díaz, Gavín, and de Andrade 
(2008) 
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 CONCLUSION ET OBJECTIFS DE LA THESE 
La mammite est une inflammation de la mamelle, le plus souvent, en réponse à une invasion 
d’origine bactérienne. L’utilisation d’antibiotiques pour le traitement de cette pathologie n’est pas la 
solution idéale. Outre les problèmes engendrés pour le lait (non commercialisation, contamination 
avec résidus antibiotiques, etc.), les problèmes de résistance ou d’inefficacité des traitements sont 
réels pour certaines mammites. L’accent est donc mis sur le développement de méthodes 
alternatives.  
L’objectif de ces travaux de thèse est de vérifier si l’utilisation des huiles ozonées comme 
moyen de lutte alternatif contre les mammites est envisageable. 
Il ressort de cette synthèse bibliographique que la production, la caractérisation et l’activité 
antimicrobienne des huiles ozonées ont été largement étudiées. Cependant, la grande diversité de 
techniques utilisées rend difficile la comparaison des résultats entre eux. De plus, il est rare que les 
auteurs étudient différentes durées de réaction lorsqu’ils s’intéressent à l’effet du milieu réactionnel 
avec différents solvants ou types d’huiles.  
Dans un premier temps nous étudierons donc l’effet des conditions (ajout ou non d’eau) et 
de la durée d’ozonation sur deux huiles de tournesol ayant des profils en acides gras différents. Les 
huiles ozonées synthétisées seront caractérisées et les concentrations minimales inhibitrices seront 
déterminées pour trois souches bactériennes de collection: S. aureus (CIP 76.25), E. coli (CIP 76.24) et 
S. uberis (CIP 105054). Cette étude aboutira à la sélection de conditions optimales de synthèse 
permettant d’obtenir une huile ozonée ayant la meilleure activité antibactérienne possible. Ces 
conditions expérimentales serviront pour la suite des travaux de thèse. 
Comme le montre la littérature, les huiles ozonées sont le plus souvent étudiées dans le but 
d’une application chez l’homme mais leur efficacité sur des espèces bactériennes impliquées dans le 
développement de mammites est clairement établie. Toutefois, aucune étude n’a été réalisée sur des 
germes isolés d’animaux. 
Nous évaluerons l’activité antibactérienne de l’huile de tournesol ozonée, synthétisée dans 
les conditions préalablement définies, sur un panel de souches bactériennes isolées à partir de lait 
recueilli sur des brebis atteintes de mammites. 
Le développement des huiles ozonées comme préparation vétérinaire requiert de connaitre 
les conditions optimales de stockage permettant de préserver la composition initiale du produit. A 
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notre connaissance, et même si de nombreux auteurs mentionnent que les huiles ozonées sont 
stables pendant de longues durées, une seule publication traite de ce sujet. 
Nous nous intéresserons par conséquent à la stabilité de l’huile de tournesol ozonée. 
Différentes températures de stockage seront étudiées pour définir les conditions de conservation 
adéquates permettant un maintien de la composition initiale et de l’activité antibactérienne du 
produit. 
Les huiles sont constituées d’un mélange de TAGs, ces derniers étant formés par 
condensation d’acides gras sur le glycérol. Comme il existe différents types d’acides gras et que leurs 
combinaisons avec les molécules de glycérol sont multiples, les triglycérides ne possèdent ni la même 
structure ni la même fonctionnalité. C’est pour cette raison que l’ozonation des huiles végétales 
conduit à l’obtention d’une matrice complexe rendant difficile l’identification des molécules actives. 
De nombreux travaux ont permis d’identifier les produits formés lors de l’ozonation de corps gras 
simples. Cependant, l’activité antibactérienne spécifique de ces différents composés n’a jamais été 
évaluée.  
Nous tenterons de mettre en évidence les principes actifs présents dans l’huile de tournesol 
ozonée en travaillant avec un composé modèle : l’oléate de méthyle. Après purification sur colonne 
de silice et identification par RMN, nous déterminerons l’activité antibactérienne spécifique des 
produits formés lors de l’ozonolyse de ce corps gras. 
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 REACTIFS UTILISES 
Les réactifs utilisés au cours de toutes les expériences sont répertoriés dans le Tableau II-1. 
Tableau II-1. Liste des réactifs utilisés lors des expériences 
Réactif Pureté (%) Fournisseur 
Acétate d’éthyle 99,9 Carlo-Erba 
Acide acétique glacial 100 Carl Roth 
Acide azélaique 98 Sigma-Aldrich 
Acide chlorhydrique 37 VWR 
Acide hexanoïque >98 Alfa-Aesar 
Acide linoléique ≥99 Sigma-Aldrich 
Acide nonanoïque 97 Alfa-Aesar 
Acide oléique ≥99 Sigma-Aldrich 
Acide palmitique ≥99 Sigma-Aldrich 
Acide stéarique ≥98,5 Sigma-Aldrich 
Acide sulfurique 96 Carlo Erba 
Agar de Mueller-Hinton ─ BioRad 
Bouillon cœur-cervelle ─ Carl Roth 
Bouillon Mueller-Hinton ─ Carl Roth 
Cerium ammonium sulfate 
dihydraté 
≥94 Alfa-Aesar 
Chloroforme deutéré 99,8 Sigma-Aldrich 
Cyclohexane ≥99,5 Carl Roth 
Ethanol  ≥99,8 Carlo-Erba 
Heptamolybdate d’ammonium 
tetrahydraté 
─ VWR 
Hexanal 98 Sigma-Aldrich 
Huile de tournesol à haute 
teneur en acide oléique 
─ Arterris 
Huile de tournesol classique ─ Carrefour 
Hydroxyde de potassium 86,1 VWR 
Iodate de potassium >99,5 Sigma-Aldrich 
Iodure de potassium ≥99,5 Fisher 
Isooctane ≥99 Carl Roth 
Méthanol ≥99,9 Carlo Erba 
Méthyl tert-butyl éther (TBME) ≥99,5 Sigma-Aldrich 
Nonanal 97 Sigma-Aldrich 
Oléate de méthyle >99 Sigma-Aldrich 
Réactif de Wijs ─ Fisher 
Silice (pore size 60 Å, 70-230 
mesh) 
─ Sigma-Aldrich 
Thiosulfate de sodium >99 Fisher 
Toluène >99 Fisher 
Triméthylsulphonium 
hydroxyde (TMSH) 
≈0,25 M dans méthanol 
(GC dérivation) 
Sigma-Aldrich 
Tween-80 ─ Fisher 
Undécanoate de méthyle 99 Sigma-Aldrich 
L’eau milli-Q (ultra pure avec une résistivité de 18 mohm.cm-1) utilisée est obtenue à l’aide 
d’un appareil de purification de l’eau de type Milli-Q® Integral 15 (Millipore). 
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 PROCEDURE D’OZONATION 
La procédure d’ozonation utilisée tout au long de ces travaux de thèse a été standardisée 
pour assurer l’homogénéité des résultats. 
Le corps gras à ozoner (50 g) est placé dans le réacteur d’ozonation (Figure II-1). Après avoir 
bien refermé le réacteur, les tubes d’arrivée et de sortie d’ozone sont connectés et la réaction peut 
débuter.  
L’ozone est produit à partir d’oxygène pur (Air Liquide) grâce à un système de production 
d’ozone par décharge corona (Triogen Lab-2B ou OZAT-CFS-1). La concentration d’ozone et le débit 
de gaz sont ajustés à 65 mg/L et 30 L/h respectivement. L’ozone diffuse à travers le corps gras sous 
forme de fines bulles produites grâce à un fritté se situant en bas du réacteur. Une solution saturée 
d’iodure de potassium sert à piéger l’ozone n’ayant pas réagi en sortie du réacteur. 
Deux analyseurs d’ozone (Ozone analyser BMT 961) placés en amont et en aval du réacteur 
permettent de connaitre en continu la quantité d’ozone introduit (en g/m3) dans le réacteur ainsi que 
l’ozone résiduel en sortie.  
Pendant toute la durée de l’ozonation, l’eau circulant à 27 °C dans la double paroi du 
réacteur permet de minimiser l’augmentation de la température due à l’exothermicité de la réaction 
d’ozonolyse. L’arrêt de la réaction se fait par arrêt du bullage de l’ozone après la durée souhaitée. 
Pour étudier l’influence du milieu réactionnel, le même protocole a été utilisé avec des 
émulsions composées de 50 g de corps gras et 5 g d’eau milli-Q.  
 
Figure II-1. Dispositif expérimental utilisé pour l'ozonation des corps gras 
 
Chapitre II 
31 
 CARACTERISATION DES CORPS GRAS OZONES 
 Dosages volumétriques  
Trois types de dosages volumétriques sont utilisés pour caractériser les corps gras avant et 
après ozonation. Les dosages sont réalisés grâce à un titrateur automatique Metrohm Ti-Touch 916 
(Figure II-2). 
  
Figure II-2. Dispositif de dosage (Ti-Touch 916) 
 Détermination de l’indice d’iode 
L’indice d’iode (II) correspond à la masse de diiode (exprimée en g) capable de se fixer sur les 
insaturations des acides gras de 100 g de matière grasse. L’indice d’iode a été déterminé par dosage 
iodométrique en retour (AFNOR 2011). 
Après dissolution de l’échantillon à analyser dans 20 mL d’un mélange cyclohexane/acide 
acétique glacial (1:1), 20 mL de réactif de Wijs sont ajoutés. Ce dernier va réagir avec les 
insaturations présentes dans l’échantillon (Réaction 1). Cette réaction se déroule à l’obscurité 
pendant 1 h pour les échantillons non-ozonés et 2 h pour les échantillons ozonés. Vingt millilitres 
d’une solution d’iodure de potassium à 100 g/L sont alors ajoutés pour former du diiode avec l’excès 
de réactif de Wijs (Réaction 2) qui est dosé par une solution de thiosulfate de sodium à 0,1 mol/L 
(Réaction 3). 
   (1) 
ICl + I-  I2 + Cl-       (2) 
I2 + 2 S2O32-  2 I- + S4O62-     (3) 
C
H
C
H
R'R
ICl CH
I
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La différence entre le dosage d’un échantillon et celui d’un blanc (sans corps gras) permet de 
déterminer l’indice d’iode exprimé en g de diiode/100g d’huile : 
𝐼𝐼 =  
12,69×𝑐×(𝑉1−𝑉2)
𝑚
  (Eq.1) 
c : concentration de la solution de thiosulfate de sodium (mol/L) 
V1 : volume de thiosulfate de sodium utilisé pour titrer le blanc (mL) 
V2 : volume de thiosulfate de sodium utilisé pour titrer l’essai (mL) 
m : masse de la prise d’essai (g) 
La prise d’essai servant à déterminer l’II doit être ajustée (entre 0,1 et 2,5 g) en fonction du 
type de corps gras étudié et de la durée d’ozonation car ces deux paramètres influencent la quantité 
d’insaturations présentes dans l’échantillon. En effet, si la masse de produit est trop importante V2 
pourrait être nul (pas d’excès de réactif de Wijs). A l’inverse, si la prise d’essai est insuffisante la 
différence entre V1 et V2 sera très faible et la valeur de l’II sera imprécise. 
 Détermination de l’indice de peroxyde 
L’indice de peroxyde (IP) correspond à la quantité de peroxydes formés lors de l’ozonation 
des corps gras. L’IP a été déterminé par un dosage iodométrique (AFNOR 2010a). L’échantillon à 
analyser est dissout dans 20 mL d’un mélange isooctane/acide acétique glacial (2:3) et 500 µL d’une 
solution saturée d’iodure de potassium sont ajoutés. Pour permettre aux peroxydes de réagir avec 
les ions iodures (réaction 4), l’échantillon est placé à l’obscurité pendant une minute. Après ajout de 
100 mL d’eau, le diiode formé est dosé par du thiosulfate de sodium à 0,01 mol/L (réaction 5). 
R-O-O-H + 2 H+ + 2 I-  ROH + H2O + I2    (4) 
I2 + 2 S2O32-  2 I- + S4O62-     (5) 
Un essai à blanc est réalisé pour corriger le volume équivalent. En effet, des substances 
oxydantes peuvent être présentes dans le mélange de solvant utilisé pour dissoudre l’échantillon. 
L’IP est exprimé en milliéquivalents d’oxygène actif par kg de corps gras et est déterminé à 
partir de la formule suivante : 
𝐼𝑃 =  
(𝑉−𝑉0)×𝑐×1000
𝑚
  (Eq.2) 
V : volume de la solution de thiosulfate de sodium versé (mL) 
V0 : volume de la solution de thiosulfate de sodium utilisé pour l’essai à blanc (mL) 
c : concentration de la solution de thiosulfate de sodium (0,01 mol/L) 
m : masse de la prise d’essai (g) 
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La prise d’essai utilisée dépend d’une part du milieu réactionnel (ajout d’eau ou non) et 
d’autre part de la durée de la réaction. Plus l’IP est élevé et plus la prise d’essai est faible pour limiter 
le volume de thiosulfate de sodium nécessaire pour doser le diiode. Une masse comprise entre 
0,05 et 0,3 g est utilisée pour déterminer l’IP des différents corps gras ozonés. 
 Détermination de l’acidité  
L’acidité (AV) est déterminée par un dosage acido-basique (AFNOR 2009). Un volume 
d’environ 50 mL d’un mélange éthanol/toluène (1:3) est neutralisé par une solution méthanolique 
d’hydroxyde de potassium à 0,1 mol/L jusqu’au virage de la phénolphtaléine (apparition d’une 
couleur rose). L’échantillon à analyser est dissout dans 40 mL de ce mélange de solvant en agitant 
vigoureusement pendant 5 min. Les acides présents dans le corps gras ozoné sont alors dosés par 
une solution méthanolique d’hydroxyde de potassium (réaction 6).  
RCOOH + OH- +K RCOO- +K + H2O     (6) 
L’AV est calculée grâce à l’équation 3 et s’exprime en mg de KOH/g d’huile. 
𝐴𝑉 =  
56,1×𝑉×𝑐
𝑚
  (Eq.3) 
c : concentration exacte de la solution d’hydroxyde de potassium (mol/L) 
V : volume de la solution d’hydroxyde de potassium (mL) 
m : masse de la prise d’essai (g) 
En fonction de l’acidité, la concentration de la solution d’hydroxyde de potassium (0,05 ou 
0,25 mol/L) et la masse de la prise d’essai (entre 0,4 et 2,5 g) seront adaptées pour que le volume 
équivalent ne soit pas trop faible.  
 Analyse par infrarouge à transformée de Fourier 
La spectroscopie dans le proche infrarouge est une technique basée sur le principe de 
l’absorption des rayonnements par la matière analysée. L’échantillon est soumis à un rayon lumineux 
polychromatique. La part absorbée du rayon réfléchi par l’échantillon est mesurée. L'ensemble des 
absorbances constitue un spectre qui est considéré comme une empreinte globale reflétant la 
composition chimique de l’échantillon. 
Une goutte de l'échantillon à analyser est déposée sur une carte ST-IR en polyéthylène 
(Thermo Scientific) (Figure II-3). Si le corps gras ozoné est pâteux ou solide, une petite quantité de 
produit est étalée sur la fenêtre de dépôt.  
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Figure II-3. Carte ST-IR utilisée pour les analyses par FT-IR 
Les spectres IR sont acquis en transmission en utilisant un spectromètre FT-IR Avatar 370 
(Thermo Nicolet). Chaque spectre est le résultat de 32 balayages entre 400 et 4000 cm−1 avec une 
résolution de 2 cm−1. Le spectre de la carte ST-IR est également enregistré pour identifier les pics dus 
au bruit de fond. 
Dans le cadre de cette étude, les spectres obtenus (Figure II-4) donnent une indication sur les 
principales fonctions chimiques caractérisées par des pics d’absorption spécifique. 
 
Figure II-4. Spectre IR obtenu lors de l'analyse d'huile ozonée 
 Analyse par chromatographie en phase gazeuse 
L’analyse par chromatographie en phase gazeuse (CPG) permet d’obtenir le profil en acides 
gras des huiles et de suivre l’apparition des aldéhydes et acides carboxyliques issus de la scission des 
doubles liaisons. Nous avons donc retenu cette méthode pour les analyses qualitatives et 
quantitatives des constituants des corps gras ozonés. 
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Les acides carboxyliques étant trop polaires pour être analysés en CPG et les triglycérides 
non-volatils, ces composés sont préalablement convertis sous formes d’esters méthyliques. Le 
triméthylsulphonium hydroxyde (TMSH) est utilisé comme agent de méthylation (AFNOR 2010b). 
L’analyse quantitative des produits de réaction se fait par la méthode de l’étalonnage 
interne. L’étalon interne ne doit pas être naturellement présent dans le milieu réactionnel à analyser 
et le pic doit être bien séparé des autres pics du mélange. L’undécanoate de méthyle (C11:0) remplit 
ces conditions et a donc été choisi comme étalon interne.  
Des solutions à des concentrations de 50 mg/mL en huile ozonée et de 10 mg/mL en étalon 
interne sont préparées dans du méthyl tert-butyl éther. Dans un vial équipé d’un insert, 50 µL de 
cette solution sont mélangés avec 50 µL de TMSH.  
Les échantillons sont analysés en utilisant un système de chromatographie gazeuse 
(Clarus 680 – Perkin Elmer) couplé à un détecteur à ionisation de flamme et équipé d’une colonne 
capillaire ZB-FFAB (L 30 m, Ø 0,25 mm, granulométrie 0,25 µm). L'hydrogène est utilisé comme gaz 
vecteur avec un débit de 3,2 mL/min et une fuite de 50 mL/min. La température du four est 
maintenue à 70 °C pendant 5 min puis est portée progressivement jusqu’à 160 °C à une vitesse de 
5 °C/min et pour finalement atteindre 220 °C à une vitesse de 2 °C/min. La température finale est 
maintenue pendant 12 min. Le temps d’analyse total est de 65 minutes. Les températures du 
détecteur et de l’injecteur sont fixées à 230 °C et 250 °C respectivement. 
Afin d’identifier les composés présents dans les corps gras ozonés, les temps de rétention des 
principaux constituants ont été établis grâce à l’injection de standards (Figure II-5) et sont référencés 
dans le Tableau II-2. 
 
Figure II-5. Chromatogramme obtenu lors de l'analyse d’une solution de standards (composés identifiés dans le Tableau II-2) 
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Tableau II-2. Temps de rétention des composés étudiés 
 Produits Temps de rétention (min) 
1 Hexanal 3,05 
2 Acide hexanoïque 4,53 
3 Nonanal 9,75 
4 Acide nonanoïque 12,19 
5 Undécanoate de méthyle 17,01 
6 Acide azélaique 25,80 
7 Acide palmitique 27,60 
8 Acide stéarique 33,22 
9 Acide oléique 33,75 
10 Acide linoléique 35,16 
Des solutions de concentrations connues ont permis de déterminer les coefficients de 
réponse relatifs de l’acide hexanoïque, l’acide nonanoïque, l’acide azélaïque, l’acide palmitique, 
l’acide stéarique, l’acide oléique et l’acide linoléique. Le coefficient de réponse relatif K correspond 
au rapport du coefficient de réponse du produit étalonné (kproduit) par rapport au coefficient de 
réponse de l’étalon interne (kC11) comme le montre l’équation suivante : 
𝐾 =
𝑘𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑖𝑡
𝑘𝐶11
=
𝑚𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑖𝑡 × 𝐴𝐶11
𝑚𝐶11 × 𝐴𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑖𝑡
 
A : aire du pic 
m : masse de produit (g) 
Les coefficients de réponse relatifs obtenus pour les différents composés sont reportés dans 
le Tableau II-3. Les droites d’étalonnage des différents composés sont présentées dans l’Annexe 1.  
Tableau II-3. Coefficients de réponse relatifs des composés étudiés par rapport à l'undécanoate de méthyle 
Produits K 
Acide hexanoïque 1,430 
Acide nonanoïque 1,265 
Acide azélaique 0,935 
Acide palmitique 1,283 
Acide stéarique 1,308 
Acide oléique 1,322 
Acide linoléique 1,194 
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 EVALUATION DE L’ACTIVITE ANTIBACTERIENNE 
 Mise en culture des bactéries 
Les différentes souches bactériennes (isolats fournis par l’ENVT ou souches de collection) 
sont conservées dans du lait glycérolé à −20 °C. Après décongélation, 50 µL sont mis en culture dans 
5 mL de bouillon cœur-cervelle (BCC). Ces suspensions sont incubées à 37 °C sous agitation 
(≈120 rpm) jusqu'à ce que la croissance bactérienne soit visible (milieu de culture trouble). La densité 
optique à 600 nm est alors mesurée pour chaque suspension. Les valeurs obtenues sont utilisées 
pour diluer les suspensions bactériennes afin d'obtenir des inocula bactériens standardisés à 
1x106 UFC/mL. Les dilutions sont faites en utilisant du BCC et la relation 0,001 UA = 1x106 UFC/mL. 
Des dénombrements viables sont réalisés pour vérifier la concentration réelle de l’inoculum. Des 
facteurs de corrections peuvent alors être appliqués si l’inoculum est trop ou pas assez concentré.  
 Détermination des concentrations minimales inhibitrices 
Les concentrations minimales inhibitrices (CMIs) servent à évaluer l’activité antibactérienne 
des différents corps gras ozonés et sont déterminées grâce à la méthode de microdilution (AFNOR 
2007). Des solutions de corps gras ozoné à différentes concentrations (entre 0,313 et 40 mg/mL) sont 
préparées dans du bouillon Mueller-Hinton. Pour permettre la dispersion du corps gras dans le 
milieu, 2 % de Tween-80 sont ajoutés au bouillon. Les solutions sont réparties sur les microplaques 
selon le schéma présenté par la Figure II-6. Cette méthode de remplissage des plaques permet de 
tester simultanément 4 corps gras ozonés et/ou 4 souches bactériennes différentes. 
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Figure II-6. Schéma de remplissage des microplaques servant à la détermination des CMIs 
- Ligne 1 : solution ayant la plus forte concentration en corps gras ozoné (50 µL/puit) 
- Lignes 2 à 7 : concentrations décroissantes en corps gras ozoné (50 µL/puit) 
- Ligne 8 : bouillon Mueller-Hinton avec 2 % de Tween-80 (50 µL/puit) 
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Dans les colonnes grisées (C, F, I et L) on ajoute alors 50 µL de BCC (témoins négatifs). Dans 
les autres colonnes, on ajoute 50 µL de suspension bactérienne. Le volume final contenu dans les 
puits est de 100 µL. 
Les suspensions bactériennes ont une concentration finale de 5x105 UFC/mL. Des 
dénombrements viables sont effectués pour s'assurer que la concentration finale de l'inoculum se 
rapproche de cette valeur.  
Les microplaques sont recouvertes d'un couvercle, scellées avec du parafilm puis placées à 
incuber à 37 °C pendant 24 ± 4 h. La CMI est définie comme étant la plus faible concentration de 
corps gras ozoné inhibant visiblement la croissance bactérienne (pas de trouble détecté à l’œil nu). 
 Détermination des concentrations minimales bactéricides 
Les concentrations minimales bactéricides (CMBs) sont déterminées par dépôt sur gélose de 
Mueller-Hinton du contenu (100 µL) des premiers puits où aucune croissance bactérienne n'est 
observée (valeur de la CMI). La procédure est répétée pour les puits de la concentration supérieure. 
Les géloses sont incubées à 37 °C pendant 24 h. La CMB est définie comme la plus faible 
concentration de produit tuant au moins 99,99 % de l'inoculum bactérien initial (moins de 
5 UFC/gélose). 
 IDENTIFICATION DES PRINCIPES ACTIFS 
 Purification des produits 
Les produits issus de l’ozonation de l’oléate de méthyle, dans les différentes conditions 
expérimentales étudiées, sont purifiés sur une colonne de gel de silice. 
Environ 23 g de silice sont pesés dans un bécher et mélangés avec 50 mL d’acétate d’éthyle. 
Le gel est versé dans une colonne en verre de diamètre interne 2,2 cm. La silice est tassée dans la 
colonne pour atteindre une hauteur d’environ 14 cm. Le solvant est soutiré et la colonne est 
reconditionnée avec 50 mL de cyclohexane. 
L'oléate de méthyle ozoné brut est dissout dans un mélange cyclohexane/acétate d'éthyle 
(95/5) et déposé en haut de la colonne de silice. L'élution est réalisée avec différents mélanges de 
cyclohexane/acétate d'éthyle (Tableau II-4). Le débit est d’environ 2,5 mL/min. 
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Tableau II-4. Conditions d'élutions utilisées pour la purification des différents oléates de méthyle ozonés 
 Volume de solvant (mL) 
Ratio 
cyclohexane/acétate 
d’éthyle 
Produits ozonés seuls 
Produits ozonés avec 
eau 
95:5 70 70 
93:7 50 50 
90:10 50 50 
75:25 40 40 
50:50 0 40 
40:60 40 0 
30:70 0 40 
0:100 50 50 
Des aliquots d'environ 3 mL sont recueillis en sortie de colonne et déposés sur une plaque de 
chromatographie sur couche mince (silice 60 F254, Merck). Un mélange cyclohexane/acétate d’éthyle 
(90/10) est utilisé pour l’élution. Après migration, les plaques CCM sont révélées. Pour cela, la plaque 
est immergée dans du molybdate d'ammonium cérique (CAM) et chauffée jusqu'à l'apparition de 
taches bleues (Figure II-7). Les fractions pures sont regroupées et évaporées sous vide à 
l'évaporateur rotatif (Genevac EZ 2 Plus) avant d’être stockées à −20 °C. 
 
Figure II-7. Exemple de CCM obtenue après purification et révélation au CAM 
 Analyse des fractions par RMN 
Les analyses RMN du proton, du carbone et 2D (COSY, HSQC et HMBC) ont pour but 
d’identifier les produits contenus dans les différentes fractions obtenues après séparation sur gel de 
silice. 
Les analyses sont réalisées avec un appareil Bruker Fourier 300 (300 MHz). Les échantillons à 
analyser sont dissous dans du chloroforme deutéré (CDCl3). Les déplacements chimiques (δ) sont 
donnés en partie par million (ppm) référencés par rapport au chloroforme résiduel (δH 7,26 ppm). Les 
spectres sont retraités avec le logiciel MestReNova (version 6.0.2). 
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ET L’ACTIVITE ANTIBACTERIENNE DES HUILES OZONEES 
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 INTRODUCTION 
Différentes études soulignent l’influence des conditions d’ozonation sur la composition des 
huiles ozonées notamment en termes de produits formés (Díaz, Núñez, et al. 2005; Omonov et al. 
2011). La nature du solvant ajouté conditionne fortement le mécanisme réactionnel mis en jeu lors 
de l’ozonolyse (cf. I.2.2.2). Néanmoins, d’autres facteurs sont à prendre en compte, tels que la durée 
de la réaction et la composition en acides gras de l’huile choisie.  
Díaz et al. (2006) ont démontré que la durée nécessaire pour consommer toutes les doubles 
liaisons carbone-carbone, par réaction avec l’ozone, est d’autant plus longue que l’huile est riche en 
acides gras insaturés. Dans cette étude, les auteurs ont comparé les valeurs d’indice d’iode, d’indice 
de peroxyde, d’acidité et l’activité antibactérienne obtenues pour de l’huile d’olive et de l’huile de 
tournesol ozonées en présence de 10 % d‘eau. Même si des différences sont observées en termes 
d’IP et d’acidité pour ces deux huiles (valeurs plus élevées pour l’huile de tournesol), l’activité 
antibactérienne n’est pas influencée par la composition en acides gras. 
Au contraire, les résultats observés après ozonation sans ajout de solvant d’huiles de 
tournesol classique, à haute teneur en acide oléique et à haute teneur en acides palmitique et 
oléique ne montrent pas d’influence de la composition en acides gras sur l’IP (Díaz-Gómez et al. 
2009). Cependant, l’huile de tournesol riche en acide oléique possède une acidité et une activité 
antibactérienne légèrement plus faible que l’huile classique et l’huile à haute teneur en acides 
palmitique et oléique pour la plus forte dose d’ozone appliquée. 
Ces études mettent en évidence une corrélation linéaire entre la dose d’ozone appliquée et 
l’indice de peroxyde ainsi qu’une relation entre ce paramètre et l’activité antibactérienne. Plus l’IP 
est élevé et meilleure est l’activité antibactérienne. Toutefois, ces travaux étant menés dans des 
conditions opératoires différentes, il reste difficile de comparer les résultats entre eux. De plus, à 
notre connaissance, aucun travail ne compare l’effet des conditions d’ozonation (ajout ou non d’eau 
et différentes durées d’ozonation) sur deux huiles ayant des profils en acides gras différents. Dans la 
perspective d’obtention d’un agent antibactérien le plus efficace possible, cette approche permettra 
de déterminer les conditions optimales d’ozonation. 
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 ETUDE COMPARATIVE DE L’EFFET DES CONDITIONS D’OZONATION SUR DEUX HUILES DE 
TOURNESOL 
Ce volet vise à évaluer l’effet des conditions d’ozonation sur la composition et l’activité 
antibactérienne de deux huiles de tournesol ayant des compositions en acides gras différentes. Pour 
cela, nous avons sélectionné une huile de tournesol classique et une huile de tournesol à haute 
teneur en acide oléique (THO). Ces deux huiles ont été caractérisées avant ozonation par 
détermination de leur composition en acides gras, II, IP, AV et activité antibactérienne. Les mêmes 
paramètres (exceptée la composition en acides gras) ont été analysés après différentes durées 
d’ozonation (1 à 7 heures) pour deux modalités réactionnelles : sans ajout de solvant et ajout de 
10 % d’eau. 
Les résultats obtenus lors de cette étude ont fait l’objet d’une publication (Annexe 2) : 
Sophie Moureu, Frédéric Violleau, Djamila Ali Haimoud-Lekhal, and Anne Calmon. 2015. “Ozonation 
of Sunflower Oils: Impact of Experimental Conditions on the Composition and the Antibacterial 
Activity of Ozonized Oils.” Chemistry and Physics of Lipids 186: 79–85.  
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Ozonation of sunflower oils: Impact of experimental conditions on 
the composition and the antibacterial activity of ozonized oils. 
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Abstract 
Ozone can react with vegetable oils to produce ozonized oils which have antimicrobial 
properties and can be used in dermatology. The aim of this study was to evaluate the influence 
of ozonation conditions and of the initial fatty acid composition on iodine index (II), peroxide 
index (IP), acidity value (AV) of ozonized sunflower oils. The antibacterial activity of these 
products against the three bacterial strains that are more often involved in mastitis 
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Streptococcus uberis) was also evaluated. In 
that purpose, two different sunflower oils have been studied: a “classical” oil (55% linoleic 
acid, 35% oleic acid) and a “high oleic” oil (90% oleic acid). Both were ozonized with or 
without water during different times (from 1 to 7 h). Results show that the addition of water 
has a direct impact on the increase in IP (up to 2600 meq of active oxygen/kg of oil with 
water and 430 without) and AV but does not influence the kinetic of the decrease in II. 
Minimal inhibitory concentrations were ranging from 1.25 to 40 mg/mL and the antibacterial 
activity of oils ozonized with water was better than the one of oils ozonized alone. These 
results are an open door to new applications of ozonized oils. 
  
Key Words: ozonized sunflower oil; antibacterial activity; fatty acid composition; ozonation 
conditions; mastitis. 
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1. Introduction 
Ozonized oils present interesting antibacterial activity. These compounds are produced 
by reaction between ozone and vegetable oils. Indeed, ozone, one of the most powerful 
oxidant, reacts with the carbon-carbon double bond of unsaturated fatty acid according to the 
mechanism described by Criegee (1975) to form different oxygenated species such as 
ozonides, aldehydes and peroxides. 
The ozonation of different vegetable oils, such as olive, sunflower, canola or coconut 
oil, under different conditions have been studied (Díaz et al., 2005, 2006b; Díaz-Gómez et al., 
2009; Omonov et al., 2011; Sadowska et al., 2008; Valacchi et al., 2011). However, the 
comparison between the results remains difficult due to the large amount of parameters 
influencing the reaction (e.g. ozone flow rate and concentration, use of solvent). As far as we 
know, there has not been a comparative study of the effect of ozonation on the oils of two 
varieties of the same oilseed crops under different conditions. Sunflower oils obtained from 
different hybrids seem to be good subject matters due to their different fatty acid profiles. 
Indeed, oleic acid represents 10−50 % of the fatty acid composition in traditional hybrids, 
50−70 % in mid oleic hybrids and more than 70 % in high oleic hybrids (Sadras and 
Villalobos, 1994). In each case, oleic (one carbon-carbon double bond – C18:1) and linoleic 
(two carbon-carbon double bonds – C18:2) acids account for nearly 90 % of the fatty acid 
content. However, the number of carbon-carbon double bonds can be different from one 
hybrid to another. Therefore, during the ozonation, the amount of unsaturation could impact 
the composition and antibacterial activity of ozonized oils. 
Ozonized vegetable oils have been studied for their antimicrobial activity (Geweely, 
2006; Lezcano et al., 1999; Montevecchi et al., 2013; Sechi et al., 2001) and their use in 
dermatology (Falcón Lincheta et al., 1998; Valacchi et al., 2013; Vasquez Daud et al., 2011). 
These works have led to the commercialization of cosmetics or drugs containing ozonized 
oils. It is the case of the Oleozon® (ozonized sunflower oil) which has been developed in the 
Ozone Research Center of Cuba and registered for the topical treatment of epidermophytosis 
(Menéndez et al., 2008; Moleiro Mirabal et al., 2006). Yet only a few studies deal with their 
veterinary use (Camps-Ramírez et al., 2006a, 2006b; González Alvarez et al., 2007; Jo et al., 
2005). 
A major endemic disease of dairy cattle is mastitis, which is an inflammation of the 
mammary gland and udder tissue. It usually occurs as an immune response to bacterial 
invasion and the main mastitis-causing pathogens are Staphylococcus aureus, Escherichia coli 
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and Streptococcus uberis (Bradley, 2002). Antibiotics are the most commonly used treatment 
for this disease but they are more and more decried (traces in milk, not ecological…). Organic 
dairy farmers often use homeopathy for treatment or holistic approach as alternatives to 
antibiotic treatments (Lefevre et al., 2008). Ozonized vegetable oils could be a new way to 
prevent and/or to treat mastitis. It has been shown that ozonized sunflower oil has an 
antibacterial activity against S. aureus and E. coli (Díaz et al., 2006a, 2006b; Díaz-Gómez et 
al., 2009; Rodrigues et al., 2004; Sechi et al., 2001) but the effect of this product on S. uberis 
has never been studied. 
The aim of this study is to highlight the influence of ozonation conditions (e.g. 
reaction duration, addition of water) and of the initial fatty acid composition on iodine index 
(double bonds quantification), peroxide index (active oxygen quantification), acidity value 
(acidic compounds quantification) of ozonized sunflower oils. The antibacterial activity of 
these products against S. aureus, E. coli and S. uberis has also been studied. In that purpose a 
“classical” and a “high oleic” sunflower oils were ozonized with or without water (protic 
media, environmentally friendly) for different time and were characterized. 
2. Material and methods 
2.1. Samples and reagents  
“High oleic” sunflower oil (HOSO) was obtained from a local producer of oil (France) 
and the “classical” sunflower oil (SO) was from a local grocery store (Carrefour, France). 
Both were refined oils. Solvents (e.g. acetic acid, cyclohexane) were purchased from Carl 
Roth (France) and used without further purifications (A.C.S. grade). Wijs reagent, toluene, 
potassium iodide, sodium thiosulfate and tween-80 were from Fisher Scientific (France). 
Potassium hydroxide, trimethylsulfonium hydroxide (TMSH), tert.-butyl methyl ether 
(TBME) and fatty acid methyl ester standards were from Sigma-Aldrich (France). Mueller 
Hinton broth was purchased from Carl Roth (France). 
2.2. Bacterial strains 
Three strains were tested: S. aureus (CIP 76.25), E. coli (CIP 76.24) and S. uberis 
(CIP 105450). The microorganisms were obtained from the Institut Pasteur (Paris, France). 
2.3. Preparation of ozonized sunflower oil samples 
Ozone was generated by a Triogen device (LAB2B Ozonia, Suisse) supplied with pure 
oxygen. Experimentally, 50 g of oil or an emulsion made of 50 g of oil and 5 g of ultra-pure 
water were placed in a reactor. Ozone (gas flow rate: 30 L/h, [O3] ≈ 65 mg/L) was bubbled 
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through the oil for different times: 1−7 hours. Water (27 °C) was recirculated through the 
double wall of the reactor during all the ozonation process. Each ozonation reaction was 
realized in duplicate. After production, ozonized oils were stored in opaque polypropylene 
flasks at 4 °C.  
2.4. Determination of the fatty acid composition of oils 
Non-ozonized sunflower oils were analysed using gas chromatography after 
transesterification with TMSH. Solutions at ≈ 50 mg/mL of oils were prepared in TBME. In 
an insert, 50 µL of the solution were mixed with 50 µL of TMSH. One microliter of this 
mixture was splitless injected. The temperature of the injector was set at 250 °C. 
Analysis were performed with a Clarus 600 GC (Perkin Elmer) chromatographic 
system, in a ZB-FFAB capillary column (30 m x 0.25 mm x 0.25 µm film thickness, 
Phenomenex), with a flame ionization detector at 230 °C. The carrier gas was hydrogen at 
1.2 mL/min. The column temperature was programmed for 5 min at 70 °C, then to reach 
160 °C at 5 °C/min, from 160 °C to 220 °C at 2 °C/min and to stay at 220 °C for one minute. 
External fatty acid methyl ester standards were used to identify components by comparing 
their relative retention time. Fatty acid content was expressed as relative area percentage. 
2.5. Characterization of oils 
Iodine index, peroxide index and acidity value were determined using a titration 
device 916 Ti-Touch (Metrohm, France) for non-ozonized and ozonized oils.  
2.5.1. Iodine index 
Iodine index (II) gives an indication of the unsaturation rate of oils and corresponds to 
the quantity of iodine able to react with the carbon-carbon double bonds of the oils. II was 
determined using a method adapted from the ISO standard 3961 (AFNOR, 2011). 
Wijs reagent reacts first with unsaturations of fatty acids (sample). Potassium iodide is 
then added to form diiode with the excess of Wijs reagent and the diiode formed is titrated 
with sodium thiosulfate. The same procedure was used for a control without oil (blank). The 
difference of sodium thiosulfate volume between the blank and the sample allows to 
determine the II expressed in grams of iodine reacting with 100 grams of sunflower oil. 
2.5.2. Peroxide index 
Peroxide index (IP) is a quantification of all the peroxidic compounds formed during 
the oil oxidation. IP is determined by an iodometric titration adapted from the ISO standard 
3960 (AFNOR, 2010). 
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The titration is based on the reaction of iodide with the peroxidic species to form 
diiode which is titrated with sodium thiosulfate. IP is expressed in milliequivalents of active 
oxygen per kilogram of oil.  
2.5.3. Acidity value 
Acidity value (AV) indicates the quantity of free fatty acids present in oil. It was 
determined by an acido-basic titration adapted from the ISO standard 660 (AFNOR, 2009). 
AV corresponds to the amount (milligrams) of potassium hydroxide that is necessary for the 
reaction with the free fatty acids of one gram of oil.  
2.5.4. Minimal inhibitory concentrations (MICs) determination 
Minimal inhibitory concentrations (MICs) were determined by using the microdilution 
method (CLSI, 2012). In order to allow the dispersion of the ozonized oils in the medium, two 
percent of Tween-80 were added to the Mueller Hinton broth used for the dilutions. The final 
concentrations tested were between 0.625 and 40 mg/mL. After inoculation, the microplates 
were incubated at 37 °C for 20 ± 4 h. MIC was defined as the lowest concentration of 
ozonized oil visibly inhibiting bacterial growth. This experiment was carried out two times for 
each sample and the deposits on the microplates were duplicated. 
Controls were realized with Mueller Hinton broth plus Tween-80 and non-ozonized 
sunflower oil (with the same concentration range) in order to show that they had no effect on 
bacterial growth.  
2.6. Statistical analysis of the results 
The results of the fatty acid composition were expressed as the mean of six samples 
with standard deviation (SD). Each characterization (II, IP and AV) was repeated five times 
for each duplicate. Results were expressed as the mean of these ten values with standard 
deviation (SD). The values given for the MIC are the ones that were the most frequently 
observed (over the 8 values) for each type of oil per time and condition of ozonation. 
3. Results 
3.1. Fatty acid composition of oils  
The initial fatty acid composition of “high oleic” and “classical” sunflower oils are 
presented in Table 1. Only the composition of the four main fatty acids (palmitic acid, stearic 
acid, oleic acid and linoleic acid) is presented in this paper. The results highlighted the 
difference between the two oils. HOSO contained 89 % of oleic acid (monounsaturated fatty 
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acid) whereas SO contained mainly linoleic acid (55 %, polyunsaturated fatty acid). As a 
consequence, there were more unsaturations in SO. 
Table 1. Main fatty acids composition of non-ozonized oils 
Fatty acid 
composition 
(%) 
HOSO SO 
mean ± SD mean ± SD 
Palmitic acid (C16) 3.11 ± 0.06 5.52 ± 0.09 
Stearic acid (C18) 2.18 ± 0.04 3.28 ± 0.02 
Oleic acid (C18:1) 89.10 ± 0.11 34.73 ± 0.27 
Linoleic acid (C18:2) 3.78 ± 0.13 54.75 ± 0.08 
3.2. Characterization of oils 
3.2.1. Iodine index  
Figure 1 shows the evolution of the iodine index values with the increase in reaction 
time in the different ozonation conditions. II was higher for SO than HOSO because of its 
fatty acid composition. A decrease in II was observed for all the samples. Iodine index tended 
to reach 0 g of iodine/100 g of oil after 5 hours of ozonation (with or without water) for 
HOSO meaning that there were no double bonds left. On the other hand, some unsaturations 
were still present after 7 hours of ozonation with water for SO. Curve slopes are the same 
with or without water for each oil meaning that the water did not impact the consumption rate 
of the double bonds (Table 2). The slope is steeper for SO meaning that the reaction of ozone 
with the double bonds is faster. An explanation is that this oil contains more unsaturations so 
the reaction can take place more easily. 
 
Figure 1. Evolution of iodine index with increasing reaction time in different ozonation 
conditions. 
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Table 2. Equations of the trend curves for the evolution of iodine index with reaction time in 
different ozonation conditions. 
HOSO HOSO + water SO SO + water 
𝐼𝐼 = −18.67𝑡 + 80.34 
𝑅2 = 0.919 
𝐼𝐼 = −17.89𝑡 + 80.34 
𝑅2 = 0.995 
𝐼𝐼 = −22.18𝑡 + 129.1 
𝑅2 = 0.993 
𝐼𝐼 = −22.92𝑡 + 129.1 
𝑅2 = 0.844 
3.2.2. Peroxide index  
Peroxide index values were higher when the ozonation reaction occured in presence of 
water (Figure 2). Indeed, oils ozonized with water had IP ranging from 560 to 2680 meq of 
active oxygen/kg of oil whereas oil ozonized without water had IP of only 397 meq of active 
oxygen/kg of oil after 7 hours of ozonation. For all the samples tested, the IP was increasing 
with the reaction time but ozonation conditions had a strong impact on its value. No 
significant difference was observed between the values of IP for HOSO and SO ozonized 
without water. Conversely, IP for “high oleic” oil ozonized with water was higher than IP for 
“classical” sunflower oil ozonized under the same conditions after 4 hours. Figure 2 shows 
that IP seemed to reach a plateau after 4 hours of reaction for the samples ozonized with 
water.  
 
Figure 2. Evolution of peroxide index with increasing reaction time in different ozonation 
conditions. 
3.2.3. Acidity value  
An increase in AV was observed with ozonation time (Figure 3). The longer was the 
reaction and the higher was the AV but the increase seems to be slower for the samples 
ozonized without water, and for the samples ozonized less than 4 hours with water. AV was 
significantly higher for the oils ozonized with water, but the influence of the solvent does not 
seem as important as the one observed for the IP. On the other hand, the nature of the oil did 
not have a strong impact on the AV. 
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Figure 3. Evolution of acidity value with increasing reaction time in different ozonation 
conditions. 
3.2.4. Antibacterial activity 
Results of MICs determination obtained with the microdilution method for non-
ozonized and ozonized oils are presented in Table 3. Non-ozonized oils had no effect on the 
strains studied and oils ozonized without water showed no antibacterial activity or had MIC 
values of 5 mg/mL or higher. All the samples ozonized with water had an antibacterial effect 
which was improving with ozonation time until 5 h of reaction. For these oils, MICs were 
ranging from 1.25 to 10.0 mg/mL against S. aureus, from 2.5 to 40.0 mg/mL against E. coli 
and from 2.5 to 40.0 mg/mL against S. uberis. The initial fatty acid composition of sunflower 
oil had no significant effect on the antibacterial activity but the ozonation condition had an 
influence. A better activity was observed for oil ozonized with water. 
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Table 3. MIC values of the different oils tested. 
Ozonation 
time 
(hours) 
Bacterial 
strain 
MIC (mg/ml) 
Without water With water 
HOSO SO HOSO SO 
0 
Sa NE NE NE NE 
Ec NE NE NE NE 
Su NE NE NE NE 
1 
Sa NE NE 5  10 
Ec NE NE 10 – 20 20 – 40 
Su NE NE 20 20 – 40 
2 
Sa NE 40 2.5 – 5 2.5 
Ec NE NE 10 – 20 5 – 10 
Su NE NE 10 10 
3 
Sa 40 – NE 20 – NE 1.25 – 2.5 1.25 – 2.5 
Ec NE 20 – NE 5 – 10 5 
Su NE NE 5 5 – 10 
4 
Sa 40 – NE 20 – 40 1.25 – 2.5 1.25 – 2.5 
Ec NE 20 – NE 5 2.5 – 5 
Su NE 40 – NE 5 5 
5 
Sa 40 10 – 20 1.25 1.25 
Ec NE 20 – 40 5 5 
Su 40 NE 2.5 – 5 5 
7 
Sa 10 – 20 5 – 10 1.25 0.625 – 1.25 
Ec 40 5 – 10 2.5 – 5 2.5 – 5 
Su 20 20 – 40 2.5 – 5 5 
NE = No Effect observed, Sa = Staphylococcus aureus, Ec = Escherichia coli 
and Su = Streptococcus uberis 
4. Discussion 
The aim of this study was to highlight the influence of ozonation conditions and of the 
initial fatty acid composition of ozonized sunflower oils on their iodine index, peroxide index, 
acidity value and antibacterial activity. 
Before ozonation “classical” sunflower oil had an II of 129 g of iodine/100 g of oil and 
the “high oleic” oil had an II of 80 g of iodine/100 g of oil (Figure 1). This difference can be 
explained by the fatty acid composition of these oils (Table 1). SO is mainly composed of 
linoleic acid (C18:2) whereas HOSO contained 89% of oleic acid (C18:1). Linoleic acid is 
able to fix twice as much iodide than oleic acid due to its two unsaturations in C9 and C12.  
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Ozone reacts with olefins by adding on the carbon-carbon double bond therefore the 
longer the reaction, the more unsaturations are consumed inducing a decrease in II (Figure 1). 
Because SO contains more unsaturations, it takes more time to consume them all. These 
results are in accordance with the study of Díaz et al. (2006b) comparing the ozonation of 
sunflower and olive oils and showing that it take more time to consume all the unsaturations 
of sunflower oil. In this case, HOSO can be compared to olive oil because of its high content 
in oleic acid (89 % and 80 % respectively). Same trends were described by Sadowska et al. 
(2008) whose underlined that a longer reaction time was needed to consume all the double 
bonds contained in linoleic acid than in oleic acid. In these previous studies, the focus was 
only on the difference in fatty acids compositions but they did not study the effect of different 
ozonation conditions. 
IP increases (in parallel of the decrease in II) due to the fact that the addition of ozone 
on the fatty acids leads to the formation of oxygenated species such as peroxide (Figure 4). 
The difference observed between the two reaction conditions (Figure 2) is a consequence of 
the mechanism described by Criegee. The molozonide (1,2,3-trioxolane) formed by the 
addition of ozone on the carbon-carbon double bond is very unstable and quickly decomposed 
to form an aldehyde and a zwiterrion. The next step of the reaction is related to the nature of 
the solvent (Nishikawa et al., 1995; Pryde et al., 1961). In an aprotic media Criegee ozonide 
(1,2,4-trioxolane) and peroxide oligomers are formed by the reaction of zwitterions and 
aldehydes whereas in a protic medium, the zwitterions react with water to produce different 
peroxidic species (hydro-peroxides, oligomeric peroxides…) and carboxylic acids (Murray, 
1968). 
 
 
Figure 4. Criegee mechanism. 
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Two hypotheses could explain the apparition of a plateau after 4 hours of ozonation 
with water (Figure 2). The first one is that there are less unsaturations left (Figure 1) therefore 
it is difficult to produce more peroxidic species (Sega et al., 2010) and the IP is not increasing 
anymore. The second one is that the peroxidic species continue to be generated but in parallel 
a portion is degraded by physical degradation or oxidized due to the presence of ozone in 
excess to form secondary compounds (e.g. aldehydes or carboxylic acids).  
A high quantity of peroxide contributes to secondary reactions with the excess of 
ozone and therefore the quantity of byproducts such as acids increases. Moreover, the 
aldehydic species produced during the ozonation of olefins can be oxidized by ozone to form 
the corresponding carboxylic acids (Omonov et al., 2011). That is why the AV is higher for 
long ozonations and for oils ozonized with water (Figure 3). 
The ozonation of sunflower oils produce compounds that are responsible for the 
antibacterial activity. MIC values show that the fatty acid composition of the oil has no 
significant effect on the antibacterial activity which confirms the observations made by Diaz-
Gomez et al. (2009). This previous study showed that the antibacterial activity was nearly the 
same for a “classical”, a “high oleic” and a “high palmitic-oleic” sunflower oils ozonized 
without water for 1.3 to 4.75 hours. 
Taking into account the antibacterial activity results, it seems that there is a critical 
threshold under which there is no effect. This limit seems linked to the IP and therefore, to the 
peroxidic species contained in the oil. The values of the MIC are decreasing (better activity) 
with the increase in IP up to a certain point (around 1500 meq of active oxygen/kg of oil) 
(Figure 5). Beyond that point, the antibacterial activity is no longer improved. This hypothesis 
explains the fact that the antibacterial activity of the oils ozonized without water is lower than 
the activity of the oils ozonized with water because these last ones have higher peroxide 
indices. These results are in accordance with the works of Díaz et al. (2006a) and Skalska et 
al. (2009) showing that the antibacterial properties of ozonized sunflower oils was better for 
higher peroxide indices.  
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Figure 5. Correlations between MIC values and IP or AV for the different bacterial strains 
studied. Shaded markers were excluded to trace the trend lines. 
It appears in this study that the antibacterial activity does not only depend of the IP. 
Higher acidity values seem correlated with better antimicrobial effects but the influence of the 
acidity is not the same for all the oils and bacterial strains. A connection exists between the 
antibacterial activity against E. coli and the acidity of oils except for HOSO ozonized alone. It 
is nearly the same for S. aureus but the antibacterial activity is only connected with the acidity 
for SO (ozonized with or without water). Concerning S. uberis, the antibacterial activity is 
connected with the acidity of oils ozonized with water. These results show that the sensibility 
of each strain is different as suggested by Skalska et al. (2009). The range necessary to have 
the best antibacterial activity depends on the bacterial strain studied and the compounds 
responsible for this effect could be different from one strain to another.  
The MICs found for S. aureus (1.25−40 mg/mL) are in accordance with the values 
reported by Lezcano et al. (1999) and Sechi et al. (2001) (2.37−9.5 mg/mL for the Oleozon®) 
and by Diaz-Gomez et al. (2009) (4.5−19 mg/mL for different ozonized sunflower oils). MIC 
values for E. coli are ranging between 2.5 and 40 mg/mL which is in accordance with the data 
of Díaz et al. (2006a) (9.5−38 mg/mL for ozonized sunflower oils) and Sechi et al. (2001) 
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(1.18−9.5 mg/mL for the Oleozon®). To our knowledge there are no data in the literature 
concerning a potential antibacterial effect of ozonized oils against S. uberis. The MICs that 
were observed in this work against this strain were between 5 and 40 mg/mL. 
5. Conclusion  
The aim of this work was to study the influence of the ozonation conditions and the 
initial fatty acid composition of the oil on the composition and the antibacterial activity of 
ozonized sunflower oils. Concerning the fatty acid composition of the oils, it has no 
significant effect on the MICs even if some differences exist in term of II, IP and AV. The 
results show that the conditions under which the ozonation reaction occurs have a strong 
impact on ozonized oils properties. The presence of water (protic media) enhances the 
formation of peroxidic and acidic species but does not impact the kinetic of the consumption 
of the unsaturations. The antibacterial activity is also influenced by the ozonation conditions. 
Indeed, the MICs of ozonized oils seems connected to their IP but the AV can also have an 
influence. For all the strains studied the MIC values are decreasing (better activity) with the 
increase in IP. For some bacteria the MICs are lower when the acidity is higher but the 
connection between these parameters seems more complex.  
Ozonized oils have shown an in vitro effect against the three main bacterial strains 
responsible of mastitis (S. aureus, E. coli and S. uberis). An in-depth study is necessary for a 
better understanding of the action of ozonized oils on bacteria and to identifying and 
quantifying the compounds which are responsible for the antibacterial activity before 
considering in vivo assays. 
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 CONCLUSION 
Les résultats de cette étude soulignent l’influence des conditions d’ozonation et de la 
composition en acides gras sur les différents paramètres chimiques et sur l’activité antibactérienne 
de l’huile de tournesol ozonée.  
Les deux huiles sélectionnées diffèrent majoritairement par leur teneur en acide oléique. 
L’huile classique a une teneur de 35 % en acide oléique et de 55 % en acide linoléique alors que 
l’huile THO a une teneur de près de 90 % en acide oléique. L’acide linoléique étant un acide gras 
polyinsaturé, contrairement à l’acide oléique qui est un acide gras mono-insaturé, l’huile classique 
possède donc un plus grand nombre d’insaturations que l’huile THO. Ceci explique la différence 
observée en termes d’II (plus haut pour l’huile classique). La réaction de l’ozone avec les huiles 
végétales se fait au niveau des doubles liaisons carbone-carbone des acides gras insaturés ce qui 
explique d’une part la diminution de l’II mais aussi l’augmentation de l’IP en fonction de la durée de 
la réaction. Plus longue est cette dernière plus l’II diminue et plus l’IP augmente car une plus grande 
quantité de composés oxygénés est formée. Ces résultats sont en accord avec ceux de Díaz et al. 
(2006) qui ont montré que plus la dose d’ozone appliquée est forte, plus l’II diminue et plus l’IP 
augmente. 
La présente étude montre également que l’ajout d’eau impacte fortement les valeurs de l’IP 
qui sont plus élevées dans ces conditions opératoires. Ce phénomène peut être expliqué par le 
mécanisme réactionnel mis en jeu lors de l’ozonolyse (c.f. I.2.2.2). En effet, l’ozonation en milieu 
protique favorise la production d’hydroperoxydes. La composition en acides gras ne semble pas avoir 
d’impact sur l’IP lorsque les huiles sont ozonées seules. Au contraire, en présence d’eau, l’huile THO 
ozonée présente des valeurs d’IP plus élevées que l’huile classique ozonée. 
Les acides carboxyliques sont des produits secondaires de la réaction d’ozonolyse (Díaz et al. 
2012). Leur apparition est donc plus tardive, ce qui explique que la valeur de l’acidité est plus forte 
pour les durées d’ozonation longues. Ce paramètre est influencé par l’ajout d’eau lors de la réaction 
mais les différences sont moins marquées que pour l’IP. L’huile de tournesol classique ozonée a une 
acidité supérieure à l’huile THO jusqu’à 5 h d’ozonation ce qui s’explique par la présence de deux 
insaturations sur l’acide linoléique. La scission de ces deux doubles liaisons conduit à la formation 
d’une plus grande quantité d’aldéhydes qui peuvent être à leur tour oxydés pour former les acides 
carboxyliques correspondants (Killops 1986).  
Ces différences observées en termes de composition chimique se répercutent sur l’activité 
antibactérienne. Les valeurs de CMIs observées sont comprises entre 0,625 et 40 mg/mL pour 
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Staphylococcus aureus et entre 2,5 et 40 mg/mL pour Escherichia coli et Streptococcus uberis. Ces 
valeurs sont comparables entre les deux huiles.  
On remarque que l’activité antibactérienne s’améliore avec l’augmentation de la durée 
d’ozonation. Ce phénomène peut être expliqué par le fait que l’activité antibactérienne des huiles 
ozonées est attribuée aux espèces peroxydiques les composant (e.g hydroperoxydes, ozonides, 
peroxydes oligomériques). Plus l’IP est élevé et meilleure est l’activité antibactérienne (Skalska et al. 
2009). Dans notre étude, l’activité antibactérienne ne s’améliore plus après 4 h d’ozonation car l’IP 
n’augmente plus. La relation étroite qui existe entre l’IP et l’activité antibactérienne explique 
également les différences observées entre les huiles ozonées seules ou avec eau. En effet, les valeurs 
des CMIs sont plus faibles (moins bonne activité antibactérienne) pour les huiles ozonées seules. Une 
autre hypothèse permet d’expliquer cette différence. L’ozonolyse des corps gras en milieu protique 
(e.g. milieu aqueux) conduit principalement à la formation d’hydroperoxydes tandis qu’en milieu 
aprotique, il se produit majoritairement des ozonides. L’activité antibactérienne de ces derniers 
pourrait être inférieure à celle des hydroperoxydes. 
Les résultats de cette étude mettent en avant les conditions réactionnelles optimales pour 
obtenir une huile ozonée la plus efficace possible en termes d’activité antibactérienne, à savoir : 
4 heures d’ozonation avec ajout d’eau. La composition en acides gras n’ayant pas d’effet significatif 
sur l’activité antibactérienne, seule l’huile THO sera retenue pour la suite des travaux de thèse. Ce 
choix est basé sur la composition de cette huile. En effet, elle est majoritairement composé d’acide 
oléique (acide gras mono-insaturé) ce qui limite le nombre de produits formés lors de l’ozonolyse et 
par conséquent ce qui simplifie le milieu réactionnel. Ceci constitue un réel avantage pour sa 
caractérisation et l’identification des molécules actives.  
En vue d’une utilisation potentielle de cette huile de tournesol ozonée comme moyen de 
lutte contre les mammites, il reste nécessaire d’évaluer son activité antibactérienne in vitro sur des 
souches bactériennes isolées de mammites. 
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 INTRODUCTION 
Les mammites sont des inflammations du tissu de la glande mammaire et de la mamelle. 
Cette réponse immunitaire est généralement due à une infection bactérienne. Cette pathologie 
entraine de lourdes pertes économiques pour les producteurs laitiers (diminution de la production et 
de la qualité du lait, mort de l’animal, coût des traitements…) (Seegers et al. 2003) et peut avoir des 
conséquences sur la qualité sanitaire des aliments (présence d’antibiotiques dans le lait). 
Malgré de nombreux efforts déployés pour prévenir et/ou traiter les mammites par 
l’utilisation d’antibiotiques et de biocides mais aussi par l'amélioration de l'hygiène, des équipements 
et des conditions d'élevage (traite, litière, nutrition…), une faible efficacité curative des antibiotiques 
et une prévalence relativement élevée des mammites sont généralement observées. D’autre part, 
même si les cas de résistance ne sont pas largement répandus parmi les pathogènes responsables 
des mammites (Oliver and Murinda 2012), une utilisation rationnelle des médicaments 
antibactériens est essentielle pour des raisons thérapeutiques, économiques et épidémiologiques. 
Dans ce contexte, l'utilisation d'antibiotiques devient de plus en plus controversée et il est nécessaire 
de développer des méthodes alternatives pour lutter contre les mammites. 
Les huiles végétales ozonées peuvent s’inscrire dans cette démarche car elles possèdent des 
propriétés antibactériennes et antifongiques intéressantes. Elles ont prouvé leur efficacité sur une 
grande diversité de souches bactériennes y compris sur des souches multi-résistantes (Díaz, Gavín, et 
al. 2006; Lezcano et al. 1999; Sechi et al. 2001; Skalska et al. 2009). De plus, un travail réalisé en Asie 
a étudié l’effet d’huile ozonée sur des cas de mammites chroniques (Jo et al. 2005). Même si les 
résultats obtenus avec l’huile ozonée ne sont pas statistiquement différents de ceux observés pour le 
groupe contrôle traité avec des antibiotiques cette étude permet d’envisager le développement 
d’une nouvelle application des huiles ozonées. 
Dans le chapitre précédent, l’effet de différentes huiles de tournesol ozonées a été évalué 
sur trois espèces bactériennes souvent impliquées dans l’apparition des mammites : Staphylococcus 
aureus (CIP 76.25), Streptococccus uberis (CIP 105450) et Escherichia coli (CIP 76.24). L’huile THO 
ozonée 4 h avec eau a été retenue à la suite de cette étude car elle présentait la meilleure activité 
antibactérienne contre ces trois souches. 
Cependant, les souches de collection précédemment étudiées ne sont pas représentatives de 
la variété de germes observée sur le terrain. De plus, à ce jour, aucune étude n’a été menée sur un 
large panel de souches bactériennes isolées de cas déclarés de mammites. 
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 EVALUATION IN VITRO DE L’ACTIVITE ANTIBACTERIENNE D’HUILE DE TOURNESOL 
OZONEE SUR DES SOUCHES BACTERIENNES ISOLEES DE MAMMITES 
Le but de cette étude est d’évaluer l’activité antibactérienne de l’huile THO ozonée 4 heures 
avec eau sur 3 souches de collection et sur 59 souches isolées de cas déclarés de mammites sur des 
brebis. Pour cela, nous avons déterminé les concentrations minimales inhibitrices de croissances des 
différentes souches par la méthode de microdilution.  
Les résultats obtenus font l’objet d’une publication soumise à BMC Microbiology :  
Sophie Moureu, Dominique Bergonier, Frédéric Violleau, Djamila Ali Haimoud-Lekhal, and Anne 
Calmon. “In vitro antibacterial activity of ozonized sunflower oil against bacterial strains isolated 
from mastitis”  
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Abstract 
Mastitis is one of the major concerns of the dairy industry all over the world and very 
important quantities of veterinary drugs are used for the prevention and the treatment of this 
disease. The emergence of multi-drugs resistant bacterial strains and the expansion of organic 
farming require the development of new alternatives to antibiotic use. The aim of this work 
was to assess in vitro the antibacterial activity of ozonized sunflower oil against strains 
isolated from mastitis. Ozonized sunflower oil was produced according to a simple and highly 
reproducible procedure. Ozone (gas flow rate: 30 L/h, [O3] ≈ 65 mg/L) was bubbled through 
an emulsion of oil (50 g) and water (5 g) for 4 hours. The minimal inhibitory concentrations 
(MICs) were determined using the microdilution method for 3 collection strains and 
59 bacterial isolates obtained from ewe mastitic milk. The tested concentration range 
(between 0.313 and 20 mg/mL) allowed determining MICs for all the strains studied. The 
values observed ranged from 0.625 to 20 mg/mL. The majority of the strains (92 %) had 
MICs comprised between 1.25 and 10 mg/mL. The results showed that Gram-positive 
bacteria were significantly more susceptible than Gram-negative ones. This phenomenon may 
be due to the mechanism of action of ozonized oil which induces oxidative damages to cell 
walls. The flora assessed in this study is not specific of intramammary infections. Numerous 
bacteria are opportunist pathogens and can be found in others ruminant affections. The broad-
spectrum antibacterial activity of ozonized sunflower oil, together with its other advantages 
(absence of known side-effects, residues and resistances), allows envisaging numerous 
applications in the veterinary field. 
Key words: ozonized sunflower oil, antibacterial activity, mastitis, ruminants. 
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1. Introduction 
Mastitis is a clinical or subclinical inflammation of the udder and is generally of 
infectious origin. It is reported in many animal species but especially in domestic dairy 
animals. In dairy cows, herds are affected all over the world with generally high prevalence 
rates (Zhao et al., 2015). In small ruminants, mastitis has been described as having a 
prevalence of 10 to 60 % according to the regions, with a higher prevalence of the subclinical 
(vs clinical) forms in ewe and goat (Bergonier et al., 2003). Mastitis is associated with a 
reduction of milk production and quality, and with an increase of control costs (treatments, 
culling…), resulting in important economic losses for dairy farmers (Seegers et al., 2003). 
Thus mastitis continues to be one of the most significant limiting factors to the development 
of dairy production all over the world. 
From the therapeutic point of view, clinical mastitis generally lead to immediate 
antibiotic treatment(s). The route(s), duration and molecules choice depend on the clinical 
severity and the aetiology. Subclinical mastitis are often treated later in lactation and/or at 
drying-off. In all the cases prevention is critical and can include intramammary treatment with 
long-acting antibiotic at drying-off. Therefore, all over the world, very important quantities of 
veterinary drugs for mastitis control are used intramammarily or parenterally for antibiotics 
and topically for teat disinfectants (Trevisi et al., 2014). 
Despite these time-consuming and expensive efforts to cure and/or prevent mastitis 
through antibiotics and biocides, and also by improvement of hygiene, facilities and breeding 
(milking, bedding, nutrition…), low antibiotic curative efficacy and relatively high mastitis 
prevalence are generally recorded. On the other hand, the emergence of multi-drugs resistant 
bacterial strains due to the overuse of antibiotics in some animal production industries is a 
major public health concern. Even if there is no evidence of a widespread emerging resistance 
among mastitis pathogens, a rational use of antibacterial drugs is essential for therapeutic, 
economic and epidemiological reasons. In this two-fold context, the use of antibiotics 
becomes more and more controversial (Oliver et al., 2011). 
In addition, in some animals or herds, the use of antibiotics is impossible or restricted. 
These cases include firstly non-bacterial mastitis: fungi, yeasts for all ruminants, and virus 
mainly for small ones (Lentivirus), cannot be eliminated with antibiotics. Secondly, the 
management of mastitis in organic farms is problematic because the use of antimicrobials 
leads to the loss of the animal organic status (Ruegg, 2009). For these different reasons, it is 
necessary to develop new approaches for the prevention and the treatment of mastitis. 
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Ozonized vegetable oils may be used for that purpose. They are obtained by the 
reaction of gaseous ozone with vegetable oils. Ozone reacts with the carbon-carbon double 
bond of unsaturated fatty acid according to the mechanism described by Criegee (1975) to 
form different oxygenated species such as ozonides, aldehydes and peroxides. Several studies 
have demonstrated their in vitro antibacterial activity against various collection strains and 
human clinical isolates including E. coli, S. aureus and P. aeruginosa (Díaz et al., 2006a, 
2006b; Rodrigues et al., 2004; Sechi et al., 2001; Skalska et al., 2009). 
In a previous work, we evaluated the in vitro effect of ozonized sunflower oils on three 
mastitis causing pathogens: Staphylococcus aureus (CIP 76.25), Escherichia coli (CIP 76.24) 
and Streptococcus uberis (CIP 105450) (Moureu et al., 2015). This study allowed us to 
determine the optimal ozonation conditions to obtain the better antibacterial activity against 
the strains studied. Yet, the efficiency of ozonized oils on strains isolated from mastitis 
remains unknown. 
The aim of the present study was to evaluate the antibacterial activity of ozonized high 
oleic sunflower oil against 59 bacterial isolates obtained from ewe mastitic milk. In that 
purpose, we determined the Minimal Inhibitory Concentrations (MICs) of the different strains 
according to the microdilution method. 
2. Material and Methods 
2.1. Ozonized Sunflower Oil Preparation and Characterization 
Ozone was generated by a Triogen device (OZAT-CFS1 Ozonia, Suisse) supplied with 
pure oxygen. An emulsion made of 50 g of high oleic sunflower oil (89 % of oleic acid) and 
5 g of ultra-pure water was placed in a reactor. Ozone (gas flow rate: 30 L/h, [O3] ≈ 65 mg/L) 
was bubbled through this emulsion for 4 hours. Water (27 °C) was recirculated inside the 
double wall of the reactor during all the ozonation process in order to limit temperature 
increase. 
Ozonized sunflower oil was characterized using different methods: 
- Iodine index (II) gives an indication on the unsaturation rate of oils and corresponds to 
the quantity of iodine able to react with carbon-carbon double bonds. II was 
determined using a method adapted from the ISO standard 3961 (AFNOR, 2011). 
Wijs reagent reacts first with unsaturations of fatty acids (sample). Potassium iodide is 
then added to form diiode with the excess of Wijs reagent and the diiode formed is 
titrated with sodium thiosulfate. The same procedure was used for a control without 
oil (blank). The difference of sodium thiosulfate volume between the blank and the 
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sample allows determining the II expressed in grams of iodine reacting with 
100 grams of sunflower oil. 
- Peroxide index (IP) is a quantification of all the peroxidic compounds formed during 
oil oxidation. IP was determined by an iodometric titration adapted from the ISO 
standard 3960 (AFNOR, 2010). The titration was based on the reaction of iodide with 
the peroxidic species to form diiode which was titrated with sodium thiosulfate. IP 
was expressed in milliequivalents of active oxygen per kilogram of oil. 
- Acidity value (AV) indicates the quantity of free acids present in oil. It was 
determined by an acido-basic titration adapted from the ISO standard 660 (AFNOR, 
2009). AV corresponds to the amount (milligrams) of potassium hydroxide that was 
necessary for the reaction with the free acids of one gram of oil. 
2.2. Bacterial Strains 
In this study, three CIP strains and 59 mastitis isolates were tested.  
The three CIP strains, obtained from the Institut Pasteur (Paris, France), were: 
Staphylococcus aureus (CIP 76.25), Escherichia coli (CIP 76.24) and Streptococcus uberis 
(CIP 105450). 
The mastitis isolates (Table 1) originated from cases of ewe clinical (peracute to 
chronic) or subclinical mastitis which occurred between 2010 and 2015 in the different French 
breeding areas. Classical milk sampling and bacteriological culture were performed. Prior to 
sampling, teats were disinfected with gauze soaked in a 70 % alcohol solution after 
elimination of foremilk. At the laboratory, milk samples were plated onto trypticase soy agar 
enriched with 5 % sheep blood (BioMérieux, France). All plates were incubated in normal 
and in CO2-enriched atmospheres at 37 °C. Colonies in pure culture were enumerated, 
characterized (hemolysis, Gram, catalase, coagulase and oxidase) and then identified. 
Identification was performed using two methods. Firstly, after cloning, colonies were 
submitted to the API®/ID32 microtube identification system (BioMérieux) according to the 
manufacturer’s instructions. The results were interpreted using the APIWEB® database 
(BioMérieux). When identification was given to the species (or subspecies) level with an 
accuracy percentage >99 % (‘very good identification’), in accordance with the Gram staining 
and the biochemical tests, investigations were stopped. In case of lower confidence score (no 
valid identification), matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight (MALDI-TOF) 
mass spectrometry was performed and the result was considered for identification. Briefly, 
bacterial centrifugation supernatants were spotted on a polished MALDI target plate (Bruker 
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Daltonics, Bremen, Germany). Samples were processed in the MALDI-TOF MS spectrometer 
(Microflex LT, Bruker Daltonics) with flexControl software. Each isolate was analyzed in 
duplicate. The highest score of a match against a spectrum in the database was used for 
identification. All identified strains were stored at – 80 °C with glycerol. 
The isolates list was defined firstly by identifying the most frequent aetiological agents 
of ewe mastitis from the literature (Contreras et al., 2007) and from our bacterio-
epidemiological data collected from 1993 to 2015 in French dairy ewe flocks (Bergonier et 
al., 2003, 2014). Genus and species frequencies in the present collection were defined 
according to the observed average prevalence of specific aetiological agents. Secondly, we 
selected for each of the bacterial species one recent and well identified isolate sub-cultured 
(cloned) from an abundant and pure primo-culture. The absence of contaminants was checked 
again at the time of re-culturing from the frozen stocks. 
The isolates were classified according to their main reservoir(s) in ewe farms as 
reported by the literature. Isolates were referred to as ‘animal’ reservoirs for species mainly 
isolated from upper respiratory tract, mouth, genital tract or skin (including udder skin), and 
as ‘environmental’ reservoir for species more frequently isolated from soil, water, hay, 
vectors… On the other hand, regarding the bacterial pathogenic properties, we used the 
classical udder terminology of major pathogens, minor pathogens and opportunists (Reyher et 
al., 2012) (Tables 3 and 4).  
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Table 1. Distribution of the 59 mastitis isolates according to their family/group and genus 
(species are given in Tables 3 and 4). 
Gram Family/Order/group Genus Species number 
Gram-positive 
Micrococcaceae Kocuria 1 
 Micrococcus 1 
 Staphylococcus 21 
 Stomatococcus 1 
Lactobacillales Aerococcus 1 
 Enterococcus 3 
 Lactococcus 1 
 Streptococcus 6 
Corynebacteriaceae Corynebacterium 3 
Other bacteria Bacillus 1 
 Listeria 2 
 Nocardia 1 
Gram-negative 
Coliforms Enterobacter 1 
 Escherichia 1 
 Klebsiella 3 
Other  Serratia 2 
Enterobacteriacceae Shigella 1 
 Pantoea 1 
 Providencia 1 
Other bacteria Aeromonas 1 
 Brevundimonas 1 
 Mannheimia 2 
 Pasteurella 1 
 Pseudomonas 2 
2.3. Bacterial Inoculum Preparation 
Frozen isolates were thawed and 50 µL were suspended in 5 mL of Brain Heart 
Infusion (BHI) (Carl Roth, France). These suspensions were incubated at 37 °C under 
agitation (120 rpm) until visible bacterial growth. Optical density at 600 nm was measured for 
each suspension. The obtained values were used to dilute the bacterial suspensions in order to 
obtain standardized bacterial inocula at 1x106 UFC/mL (AFNOR, 2007). Dilutions were made 
using BHI. 
2.4. Minimal Inhibitory Concentrations Determination  
MICs were determined according to the microdilution method (AFNOR, 2007; CLSI, 
2012). In that purpose, dilutions of ozonized sunflower oil, with concentration ranging from 
40 to 0.625 mg/mL (twofold dilutions), were prepared in Mueller Hinton broth (Carl Roth). 
To allow the dispersion of the oil in the medium, two percent of Tween-80 (Fisher Scientific, 
France) were added to the broth. Fifty microliters of the highest concentration were placed in 
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each well of the top row of a 96-wells microplate. This operation was repeated for all the 
dilutions (one row/concentration). In the last row, 50 µL of Mueller Hinton broth with 2 % of 
Tween-80 were added to the wells (positive control). Then, plates were inoculated with the 
standardized bacterial suspensions. For each bacterial strain, 50 µL of the standardized 
inoculum was added to each well of two columns of the microplate. A column was inoculated 
with 50 µL of BHI alone between each bacterial strain (negative control). The final 
concentrations were comprised between 0.313 and 20 mg/mL for ozonized sunflower oil. 
Colony counts were performed to ensure that the final inoculum concentration approximates 
5x105 UFC/mL. 
Microplates were covered with a lid and sealed with parafilm before incubation at 
37 °C for 24 ± 4 h. MICs were defined as the lowest concentration of ozonized oil visibly 
inhibiting bacterial growth (detected by eye). This experiment was carried out three times 
(independent weighing) for each bacterial culture. Thus 6 CMI values were observed for each 
strain or isolate (3 weighings x 2 deposits). 
Controls were realized with Mueller Hinton broth plus Tween-80 and non-ozonized 
sunflower oil (with the same concentration range). Twelve strains, representative of the 
studied groups, were selected: C. jeikeium, E. coli, E. faecalis, K. pneumoniae, 
L. monocytogenes, M. haemolytica, P. aeruginosa, S. aureus, S. chromogenes, S. epidermidis, 
S. marcescens and S. uberis. 
2.5. Statistical Analysis 
Values given for the MICs are the one(s) that was (were) the more frequently observed 
over the 6 values determined using the multiple mode function of Excel. Therefore, MICs 
were expressed as a single value or as a range if two values were equally observed. Mann-
Whitney test was used to compare non-ozonized and ozonized sunflower oil parameters, 
Gram-negative and Gram-positive bacteria as well as animal and environmental bacteria. 
Kruskal-Wallis test, applying Bonferroni correction, was used to compare major pathogens, 
minor pathogens and opportunist bacteria. A p-value < 0.05 was considered as statistically 
significant. 
3. Results  
3.1. Non-Ozonized and Ozonized Sunflower Oils Characteristics 
The different measured parameters on non-ozonized and ozonized sunflower oils are 
summarized in Table 2. The comparison between the values obtained for non-ozonized versus 
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ozonized oil showed the changes occurring during the ozonation process. A decrease of the II 
was observed (from 83 to 17 g of I2/100 g of oil). IP increased sharply from 2.4 to 1855 meq 
of active oxygen/kg of oil. Another difference between the two oils was a tenfold increase in 
AV. 
Table 2. Characteristics of non-ozonized and ozonized sunflower oils 
 
II 
(g of I2 / 100 g of oil) 
IP 
(meq of active oxygen / 
kg of oil) 
AV 
(mg of KOH / g of oil) 
Non-ozonized 
83.0 2.4 0.04 
± 0.35 ± 0.27 ± 0.003 
Ozonized 4 h 
17.2 ** 1854.9 * 0.4 * 
± 0.42 ± 42.01 ± 0.051 
II: Iodine Index, IP: Peroxide Index, AV: Acidity Value, **: p-value < 0.0001 and *: p-value < 0.008 
3.2. Antibacterial Activity 
The method used to determine the minimal inhibitory concentrations was repeatable. 
Fifty three strains over 62 presented a single value as result. For the other 9 strains, 2 values 
were equally observed so MIC was presented as a range between these two values. 
Non-ozonized sunflower oil and Tween-80 had no antibacterial effect on the 12 strains 
studied for the control. A bacterial growth, comparable to those of the positive controls, was 
observed at all the concentrations tested. 
Conversely, ozonized sunflower oil showed antibacterial activity against all the 
62 strains studied. The results obtained for Gram-negative and Gram-positive bacteria are 
respectively presented in Tables 3 and 4. 
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Table 3. MIC values (mg/mL) for Gram-negative bacteria 
Family/Group Genus, Species CMI 
Coliform bacteria 
Klebsiella terrigena (E, MAP) 2.5 
Enterobacter cloacae (E, MAP) 
5 Klebsiella pneumoniae (E, MAP) 
Klebsiella oxytoca (E, MAP) 
Escherichia coli CIP76.24 10 
Escherichia coli (E, MAP) 10 – 20 
Other 
Enterobacteriaceae 
Providencia rettgeri (E, O) 
5 Shigella sonnei (E, O) 
Serratia liquefaciens (E, O) 
Pantoea agglomerans (E, O) 
10 
Serratia marcescens (E, O) 
Other bacteria 
Pasteurella multocida (A, MAP) 
1.25 
Mannheimia glucosida (A, mip) 
Aeromonas salmonicida salmonicida (E, O) 2.5 
Mannheimia haemolytica (A, MAP) 
5 – 10 
Brevundimonas vesicularis (E, O) 
Pseudomonas aeruginosa (E, O) 
10 
Pseudomonas putida (E, O) 
(E): environmental bacteria, (A): animal bacteria, (MAP): major pathogen, (mip): minor 
pathogen, (O): opportunist bacteria 
 
 
  
7
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  Table 3. MIC values (mg/mL) for the Gram-positive bacteria 
Family Genus, Species CMI 
Micrococcaceae  
Staphylococcus auricularis (A, mip) 0.625 
Staphylococcus equorum (A, mip) 0.625 – 1.25 
Kocuria varians (A, mip) 
1.25 
Micrococcus lylae (A, mip) 
Staphylococcus aureus (A, MAP) 
Staphylococcus aureus CIP76.25  
Staphylococcus caprae (A, mip) 
Staphylococcus carnosus (A, mip) 
Staphylococcus epidermidis (A, mip) 
Staphylococcus hyicus (A, mip) 
Staphylococcus saprophyticus (A, mip) 
Staphylococcus warneri (A, mip) 
Staphylococcus intermedius (A, mip) 1.25 – 2.5 
Staphylococcus arlettae (A, mip) 
2.5 
Staphylococcus chromogenes (A, mip) 
Staphylococcus cohnii cohnii (A, mip) 
Staphylococcus cohnii urealyticus (A, mip) 
Staphylococcus haemolyticus (A, mip) 
Staphylococcus simulans (A, mip) 
Staphylococcus xylosus (A, mip) 
Staphylococcus lentus (A, mip) 
5 
Staphylococcus sciuri (A, mip) 
Staphylococcus hominis (A, mip) 5 – 10 
Staphylococcus kloosii (A, mip) 10 
Stomatococcus mucilaginosus (A, O) 20 
 
 
Family Genus, Species CMI 
Lactobacillales 
Aerococcus viridans (E, mip) 
2.5 
 
Streptococcus bovis (E, mip) 
Streptococcus dysgalactiae (E, MAP) 
Streptococcus ovis (A, mip) 5 
 Streptococcus uberis CIP105450 
Streptococcus oralis (A, mip) 5 – 10 
 Streptococcus uberis (E, MAP) 
Enterococcus durans (E, mip) 
10 
 
Enterococcus faecalis (E, MAP) 
Enterococcus faecium (E, MAP) 
Lactococcus lactis (E, mip) 
Streptococcus sanguis (A, mip) 20 
Corynebacteriaceae 
Corynebacterium argentora (A, mip) 
2.5 
Corynebacterium jeikeium (A, mip) 
Corynebacterium pseudotuberculosis (A, MAP) 5 – 10 
Others bacteria 
Nocardia farcinica (E, O) 2.5 
Bacillus cereus (E, O) 
5 Listeria ivanovii (E, mip) 
Listeria monocytogenes (E, MAP) 
(E): environmental bacteria, (A): animal bacteria, (MAP): major pathogen, (mip): minor 
pathogen, (O): opportunist bacteria 
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The values observed ranged from 0.625 to 20 mg/mL. The majority of the strains 
(n = 57) had MICs comprised between 1.25 and 10 mg/mL (Figure 1). Two strains were very 
susceptible, S. auricularis and S. equorum, with MIC under 1.25 mg/mL and only three 
strains showed MICs higher than 10 mg/mL: E. coli, S. mucilaginosus and S. sanguis. 
CIP strains showed MICs close to those obtained for their respective isolated strains. 
 
Figure 1. Distribution of the MICs of the strains studied 
The variety of bacterial strains studied allowed considering different groupings 
according to the reservoir(s) or the pathogenic properties of the isolates (Tables 3 and 4). 
Figure 2 shows the strains distribution in the different groupings according to their minimal 
inhibitory concentrations. 
 
Figure 2. Distribution of the strains in the different groupings according to their MIC 
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Statistical analyses were performed to compare the susceptibility between Gram-
positive and Gram-negative bacteria, environmental and animal bacteria, or major pathogens, 
minor pathogens and opportunist bacteria. 
Micrococcaceae appeared to be more susceptible than the others families or groups of 
bacteria (p-value < 0.0001). 
The comparison between Gram-positive and Gram-negative bacteria allowed 
concluding that ozonized sunflower oil did not have the same efficiency against these two 
groups. Gram-positive bacteria were significantly more susceptible than Gram-negative ones 
(p-value = 0.024). 
Animal strains had lower MIC values than environmental germs (p-value = 0.0003). 
No significant difference was observed between major pathogens and opportunists or between 
minor and major pathogens. On the contrary, the MICs observed for opportunist bacteria were 
significantly higher than for minor pathogens (p-value = 0.002). 
4. Discussion 
Great interest has been granted to ozonized vegetable oils because of their antibacterial 
activity. The aim of this work was to investigate if this property could be used for the 
development of a new alternative in mastitis control. 
High oleic sunflower oil ozonized 4 hours with water was chosen for this study 
because of its efficiency against the three CIP strains previously studied (Moureu et al., 2015). 
Ozonolysis of sunflower oil follows the mechanism described by Criegee (1975) and leads to 
the formation of different oxygenated species. This mechanism explains the differences 
observed between non-ozonized and ozonized sunflower oil. The decrease in II is due to the 
addition of ozone on the carbon-carbon double bond reducing the number of unsaturations in 
the oil. Compounds from this reaction induce an increase in IP (formation of peroxides and 
ozonides) and in AV (formation of carboxylic acids). The value observed for these parameters 
are in accordance with the data obtained in previous studies demonstrating a high repeatability 
of the procedure (Moureu et al., 2015). The production of ozonized sunflower oil can 
therefore be easily standardized. 
The method used to determine the MIC is the international standard for antimicrobial 
susceptibility testing (CLSI, 2012). This method enables assessing different concentrations in 
antimicrobial agent as well as a large number of strains. The concentration range studied 
allowed to determine the MICs of ozonized sunflower oil but not of non-ozonized sunflower 
oil. This difference confirms that the antibacterial activity is brought by the products formed 
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during the ozonolysis of vegetable oils. The active compounds of ozonized oils have been 
partially identified. Several studies have highlighted the relation between the peroxide index 
and the antibacterial activity (Díaz et al., 2012; Rodrigues de Almeida Kogawa et al., 2015; 
Skalska et al., 2009). Moreover, Diaz et al. (2001) have evidenced the fact that ozonides from 
methyl oleate were partly responsible for the antibacterial activity of ozonized sunflower oil. 
Some others components, like short chain carboxylic acids and aldehydes, might also be 
involved in the antimicrobial effects. The efficiency of these compounds has been previously 
described (Bisignano, 2001; Charnock et al., 2004; Jang et al., 2012; Sieber and Hegel, 2014). 
Ozonized vegetable oils have shown in vitro efficiency against various bacteria, fungi 
and on methicillin-resistant Staphylococcus aureus strains (Geweely, 2006; Lezcano et al., 
1999; Sechi et al., 2001; Skalska et al., 2009). However, these works were focused on the 
development of applications in humans. To the best of our knowledge, it is the first time that 
the in vitro antibacterial effect of an ozonized vegetable oil is assessed on strains isolated 
from mastitis. 
These previous works do not report any case of ‘resistance’ to ozonized oils. Despite 
the diversity of species studied in the present paper, the results observed are in accordance 
with this fact. A possible explanation to this phenomenon is the mechanism of action of 
ozonized oils. Although many gaps remain, it seems that these products induce changes to cell 
walls, through an oxidative attack, leading to the loss of the cytoplasmic content (Curtiellas et 
al., 2008; Ledea Lozano et al., 2010). The fact that the cell wall is targeted may also be 
associated with Gram-dependent variability. One of the characteristics of Gram-negative 
bacteria is the presence of an outer membrane comprising lipopolysaccharides and proteins, 
and covering the peptidoglycan and the inner cell membrane. This outer membrane can 
protect the bacteria from some drugs, detergents or antibiotics. Conversely, all Gram-positive 
bacteria are bounded by a single-unit lipid membrane and they contain in general a thick layer 
of peptidoglycan. Consequently cell wall composition could explain why Gram-negative 
bacteria are less susceptible than Gram-positive ones to ozonized sunflower oil. 
In the present study, the isolates chosen were representative of the bacteria usually 
identified in intramammary infections (Bergonier et al., 2003; Contreras et al., 2007; 
Gelasakis et al., 2015). The number of species per group and genus was defined according to 
the average frequencies recorded in European ewe flocks. It is the first time that the effect of 
ozonized oil is assessed on such a wide diversity of Gram-positive and Gram-negative 
species. 
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A highly significant susceptibility difference was observed between Micrococcaceae 
and other bacteria (p<0.0001). This difference would be more significant if Stomatococcus 
mucilaginosus was not considered (MIC=20 mg/mL). This bacteria is a very unusual udder 
pathogen and was classified as ‘opportunist’ agent. It was considered in our study as we 
proposed to assess a wide variety of bacteria isolated from mastitic milks, and as it belongs to 
the resident flora of teats (along with the other ‘opportunist’ isolates classified in Tables 3 
and 4). Thus the MIC results for the three genus Staphylococcus, Micrococcus and Kocuria 
were comprised between 0.625 and 10 mg/mL, 93.7% of the MIC values being lower or equal 
to 5 mg/mL. According to the literature, the ewe intramammary infection prevalence 
associated with the latter three genus is very high as S. aureus (resp. other Micrococcaceae) is 
isolated from 17 to 57% (resp. 10 to 52%) of clinical mastitis. The respective percentages for 
ewe subclinical mastitis are 3 to 49% (S. aureus) and 41 to 91% (other Micrococcaceae) 
(Bergonier and Berthelot, 2003). Indeed, in goats and meat or dairy sheep, they are the most 
frequent mastitis causing pathogens (Contreras et al., 2007). Moreover, our results are 
promising considering the fact that antimicrobial resistance in S. aureus and coagulase 
negative staphylococci is prevalent in various countries. In sheep, mastitic milk staphylococci 
resistance ranges from 8 to 31 % for penicillin, 1 to 30% for ampicillin and 7 to 21 % for 
tetracycline (Kunz et al., 2011; Onni et al., 2011; Ünal et al., 2011). In dairy cattle, resistance 
of S. aureus ranges from 12 to 66 % for penicillin and from 0 to 15 % for tetracycline in eight 
European countries (Thomas et al., 2015). Other frequent causative agents in ewe are 
streptococci or Lactobacillales (mainly S. ovis, A. viridans, S. uberis in some countries) and 
Pasteurellaceae. The MIC results for these organisms ranged from 1.25 to 5-10 mg/mL. All 
together, these three groups (Micrococcaceae, Lactobacillales and Pasteurellaceae) gather 46 
to 98 % of small ruminants mastitis isolations all over the world (Bergonier and Berthelot, 
2003; Contreras et al., 2007) and showed a high susceptibility level to ozonized sunflower oil.  
In dairy cattle, average isolation rates in clinical or subclinical mastitis show the 
involvement of the majority of the organisms considered in our Gram-positive and Gram-
negative lists, except S. ovis, C. pseudotuberculosis (and to a lesser extent Pasteurellaceae). 
Bacterial species-specific incidences are partially different compared to sheep and goat. 
Streptococci and coliforms are more frequent and staphylococci more rare, mainly in cases of 
clinical mastitis (Thomas et al., 2015). In dairy cow, intramammary therapy is a very 
important component of mastitis treatment, and the dairy cattle industry market is broader. 
Within this framework, a small number of authors have reported first attempts to treat mastitis 
in dairy cows through ozone application via the intramammary route (Đuričić et al., 2015). An 
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interesting paper reports ozone gas infusion into the inflamed quarter of cows with clinical 
mastitis; sixty percent of cows with acute clinical mastitis did not require any antibiotics for 
recovery. This method proved to be effective, safe and posing no risk of drug residues in milk 
(Ogata and Nagahata, 2000). Nevertheless, using an ozone generator is not easy to perform in 
the field and the gas instability is an important limiting factor to the use of pure ozone. Our 
results were obtained with an ozonized vegetable oil which demonstrated a stability of at least 
12 months if stored at low temperature. Most of the licensed intramammary antibiotic 
products are typically suspended in oil-based excipients as paraffin, petroleum jelly, 
groundnut oil, olive oil, etc. This kind of carrier was chosen in order to improve the 
intramammary diffusion of the active molecules in the milk and the mammary tissue (Barlow, 
2011). Thus, considering the dairy industry current therapeutic uses, and after implementation 
of clinical trials in order to compare the bacteriological efficacy against Gram-positive and 
Gram-negative bacteria, several possibilities may be proposed for intramammary application 
of ozonized vegetable oils. First, this treatment may be used as a second line option in case of 
therapeutic failure, particularly for those specific pathogens exhibiting low antibiotherapy 
cure rates: S. aureus, Serratia spp., Pseudomonas spp., yeasts, fungi, and other opportunist 
pathogens (Royster and Wagner, 2015). Second, if a significant higher sensitivity of Gram-
positive bacteria is confirmed in vivo, ozonized oils infusion may be advised after 
bacteriological examinations (first line treatment) and/or at drying-off, when Gram-positive 
cocci accounts for the majority of isolations (Petzer et al., 2009). Third, organic herds may 
benefit from ozonized oils in the different cases of clinical mastitis at least. These three 
possible treatment strategies are made possible by the advantages of ozone preparations over 
antibiotics applied for the same purposes. Indeed, ozone preparations present different 
properties: analgesic activity, immune system stimulation, no observed negative effects of 
intramammary or other site application according to all the related reports, no decrease of 
effectiveness in milk, no residues in milk or other tissues, consequently no currencies or 
microbe resistance (Đuričić et al., 2015).  
Lastly, the advantages of ozonized oils can be made profitable for topical applications 
on the teats. The teat resident flora includes staphylococci, other Gram-positive bacteria, 
lactic flora, opportunist bacteria… The main teat infectious diseases are caused by S. aureus 
and Parapoxvirus in ruminants (dermatitis). Frequent benign teat injuries are due to machine 
milking (Schukken et al., 2013). In this context, the susceptibility of S. aureus, coagulase-
negative staphylococci and animal (skin) bacteria evidenced in our study allows to suggest the 
use of ozonized oils after machine milking, alternatively to the disinfectant drugs extensively 
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used all over the world. Indeed ozonized vegetable oils are used in human dermatology since 
they demonstrated antimicrobial activity and also emollient, lenitive, cicatrizing and hygienic 
actions (Campanati et al., 2013; Kim et al., 2009; Menéndez et al., 2008; Valacchi et al., 
2013). Several commercial preparations are available in Europe and America; the galenic 
formulations include creams, gasses or foam which are the same as the ones used for teat 
hygiene in ruminants (Duricic et al., 2015). Ozonized vegetable oils could be use as curative 
or preventive topical treatment particularly in adverse climatic or milking conditions. 
5. Conclusion  
Ozonized high oleic sunflower oil has shown in vitro antibacterial activity against the 
main animal, environmental and opportunist bacteria that can be isolated from ruminant 
mastitis. No case of ‘resistance’ has been observed in this study with our assessment system. 
The results of this work confirm the interest of ozonized oils in the veterinary field as an 
alternative to the use of antibiotics.  
The flora assessed in this study is not specific of intramammary infections as 
numerous bacteria are opportunist pathogens and can be found in other frequent ruminant 
affections as vulvo-vaginitis, metritis, dermatitis… Taking into account the broad spectrum of 
action of ozonized oils, this is an open door to possible investigations of their antibacterial 
and/or cosmetic effect in buiatrics. These investigations should focus on field trials evaluating 
the curative efficacy, the preventive effects, the cost/effectiveness analysis and the animal 
welfare assessment. 
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 CONCLUSION 
Tout d’abord, les travaux menés dans ce chapitre attestent que le mode opératoire utilisé 
pour l’ozonation des huiles est simple à mettre en place et hautement reproductible. En effet, les 
valeurs d’II, d’IP et d’AV obtenues dans cette étude sont comparables à celles observées dans le 
chapitre précédent. Ces conditions de synthèse et ces caractéristiques pourront être utilisées pour 
standardiser la préparation des huiles ozonées à plus grande échelle et assurer un contrôle qualité.  
La gamme de concentration étudiée a permis de déterminer les CMIs de l’huile de tournesol 
ozonée mais pas de l’huile de tournesol non-ozonée. Ceci confirme que ce sont les produits formés 
au cours de la réaction d’ozonation des huiles végétales qui leur confèrent leur activité 
antibactérienne.  
Ce travail a été mené sur 3 souches de collection et 59 isolats issus de prélèvements réalisés 
sur des brebis entre 2010 et 2015. Les souches qui ont été sélectionnées pour cette étude sont 
représentatives de la grande diversité des germes pouvant être impliqués dans l’apparition des 
mammites. De plus, c’est la première fois que l’activité antibactérienne des huiles ozonées est 
évaluée sur des souches isolées d’animaux présentant cette pathologie. 
L’huile de tournesol ozonée testée a montré son efficacité sur les 62 souches étudiées. Les 
valeurs des CMIs observées sont comprises entre 0,625 et 20 mg/mL avec 92 % des souches ayant 
une CMI comprise entre 1,25 et 10 mg/mL.  
Une différence significative de sensibilité a été observée entre les bactéries à Gram-positif et 
à Gram-négatif. La structure des parois bactériennes de ces deux groupes et le mécanisme d’action 
des huiles ozonées peuvent expliquer cette différence. En effet, même si de nombreuses études 
restent à mener afin d’identifier les mécanismes réactionnels, il semblerait que les huiles ozonées 
provoquent des dommages à la paroi cellulaire (par attaque oxydative) induisant une fuite du 
contenu cytoplasmique. Les bactéries Gram-positif ont une paroi épaisse constituée de plusieurs 
couches de peptidoglycane. Les bactéries Gram-négatif ont une paroi fine composée d’une ou deux 
couches de peptidoglycane complétée par une enveloppe externe de lipoprotéines. Komanapalli et 
Lau (1998) ont montré que l’ozone semble réagir préférentiellement avec les protéines. L’ozone 
agissant comme les huiles ozonées en causant un stress oxydatif, il est probable que ces dernières 
aient le même comportement d’où un ciblage privilégié du peptidoglycane. 
Les résultats de cette étude confirment l’intérêt de l’huile de tournesol ozonée pour la 
prévention et/ou le traitement des mammites. De plus, les souches étudiées n’étant pas spécifiques 
de cette pathologie, d’autres applications peuvent être envisagées notamment pour le traitement 
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des dermites. Néanmoins, l’homologation des huiles ozonées, nécessaire avant de pouvoir les utiliser 
dans le domaine vétérinaire, requiert entre autres de connaitre les conditions de stockage adaptées 
à la conservation de ce produit. 
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 INTRODUCTION 
La mise sur le marché d’un nouveau produit de santé qu’il soit à usage vétérinaire ou humain 
nécessite, en plus d’avoir des données pharmacologiques et toxicologiques, de connaitre sa stabilité. 
La ligne directrice GL3(R) de la VICH (Veterinary International Conference on Harmonization) décrit 
les données de stabilité nécessaires pour la mise sur le marché d’un nouveau produit médicinal à 
usage vétérinaire.  
Selon les recommandations de cette instance, il faut a minima fournir les résultats d’une 
étude de stabilité à long terme (12 mois) et d’une étude accélérée (6 mois). Les températures 
choisies lors de ces études dépendront de la température de conservation prévue.  
Bien que les huiles ozonées soient déjà commercialisées dans certains pays en tant que 
médicaments ou sous forme de formulations cosmétiques (Oleozon®, Stilderm Ozonidi®, etc.), très 
peu de données sont accessibles dans la littérature concernant leur stabilité. Sechi et al. (2001) font 
référence aux données de stabilité fournies par le Centre de Recherche sur l’Ozone de Cuba lors de la 
mise sur le marché de l’Oleozon® en 1999. Ils précisent que la stabilité de ce produit a été 
déterminée à différentes températures. Les résultats montrent que l’Oleozon® est stable (tout 
comme son pH) pendant 1 an s’il est conservé entre −10 °C et +8 °C et jusqu’à 6 mois lors d’une 
conservation à température ambiante (27 – 30 °C). Au-delà de ces durées de stockage, l’activité 
antibactérienne diminue et les valeurs des CMIs passent de 2,37 à 19 mg/mL. Toutefois, nous 
n’avons pas accès à la totalité de ces données mais uniquement à la description qu’en font les 
travaux de Sechi et al. (2001). 
Cirlini et al. (2012) se sont intéressés à l’influence de la température de stockage sur l’indice 
de peroxyde de cosmétiques enrichis en huile ozonée et d’une huile de tournesol ozonée. Pour cela, 
des échantillons ont été conservés à +4 °C, +25 °C ou +40 °C pendant 30, 60, 90, 180 et 360 jours. Les 
résultats montrent que l’IP n’évolue pas pendant au moins six mois lorsque les échantillons sont 
conservées à +4 °C ou à +25 °C. Au contraire, cet indice diminue rapidement lorsque la température 
de stockage est de +40 °C (différence significative dès 2 mois de stockage) traduisant une 
modification de la composition du produit. Cependant, cette étude ne prend en compte qu’un seul 
paramètre pouvant être mesuré sur les huiles ozonées. Les auteurs ont fait abstraction du fait que la 
diminution de l’indice de peroxyde signifie que ces composés sont dégradés. D’autres molécules sont 
donc potentiellement formées. Pour cette raison, il est nécessaire de mener une étude 
complémentaire qui aura pour but d’évaluer la dégradation des produits d’ozonation, d’identifier les 
produits néoformés et d’appréhender l’impact de ces modifications de composition sur l’activité 
antibactérienne. 
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 INFLUENCE DE LA TEMPERATURE ET DE LA DUREE DE STOCKAGE SUR LA COMPOSITION 
CHIMIQUE ET L’ACTIVITE ANTIBACTERIENNE D’UNE HUILE DE TOURNESOL OZONEE 
Le but de ce volet est de déterminer la température optimale de conservation de l’huile THO 
ozonée pendant 4 h en présence de 10 % d’eau. L’évolution de l’huile ozonée a été suivie par 
chromatographie en phase gazeuse, par spectrométrie proche infra-rouge et par détermination de 
son indice de peroxyde et de son acidité. Ces analyses ont été faites après différentes durées (de 1 à 
12 mois) et pour différentes températures de stockage (−20 °C, +4 °C, température ambiante et 
+37 °C). L’activité antibactérienne a également été mesurée par détermination de la concentration 
minimale inhibitrice de croissance contre Streptococcus uberis pour évaluer une éventuelle 
détérioration de la qualité de l’huile ozonée. 
Une publication présentant les résultats de cette étude a été acceptée dans ‟Ozone: Science 
& Engineering” : 
Sophie Moureu, Frédéric Violleau, Djamila Ali Haimoud-Lekhal, and Anne Calmon. “Influence of 
storage temperature on the composition and the antibacterial activity of ozonized sunflower oil”  
 
Chapitre V 
93 
Influence of storage temperature on the composition and the 
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Abstract 
The use of ozonized vegetable oils as drugs or cosmetics requires having data on their 
stability over the time. In this study, ozonized sunflower oil was stored under different 
temperatures for up to one year. Peroxide index, acidity value, gas chromatography profile, 
infrared profile and antibacterial activity (against Streptococcus uberis) of this ozonized oil 
were followed. The results highlight the fact that the better way to preserve the initial 
composition of ozonized oil is to keep it at low temperature. However, the antibacterial 
activity is not diminished by the changes occurring to the composition.  
Key words: ozone, ozonized oil, storage temperature, stability, antibacterial activity 
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1. Introduction 
Ozonized vegetables oils are well known for their use in dermatology and their 
antibacterial activity (Falcón Lincheta et al. 1998; Travagli et al. 2010; Montevecchi et al. 
2013). These products have shown some interesting effects on burns (Campanati et al. 2013) 
and wound healing (Kim et al. 2009; Valacchi et al. 2011; Valacchi et al. 2013), and for the 
treatment of mycoses (Menéndez et al. 2002). Their activity could be due to the activation of 
different metabolic pathways as well as a decrease in the fungal and bactericidal pressure due 
to their antibacterial activity (Sechi et al. 2001; Skalska et al. 2009; Geweely 2006). Kim et al. 
(2009) have demonstrated that the application of ozonized olive oil on wounds increased the 
expression of growth factors (e.g. PDGF, TCF- and VEGF) and promoted the collagen 
synthesis and fibroblast proliferation. Kataoka et al. (2009) have shown that ozonized olive oil 
also stimulated the development of inflammatory responses (e.g. vasodilatation, swelling).  
The properties of ozonized vegetable oils could also be used in the veterinary field 
(Camps-Ramírez et al. 2006). They have shown some interesting antibacterial effects on the 
main pathogens responsible of mastitis (udder infection), which is one of the major concerns 
in dairy farming (Moureu et al. 2015). 
The commercialization of any new health product requires having data on its stability. 
The ICH guideline Q1A(R2) defines the stability data package that is sufficient for the 
registration of a new drug substance or drug product in the United States, Japan and Europe. 
According to this document it is necessary to provide at least data on a long-term study 
(minimum 12 months) and on an accelerated study (6 months). The temperatures selected for 
these studies depend on the intended storage condition (room temperature, fridge or freezer), 
but the accelerated study always takes place at higher temperature than the intended storage 
conditions. For cosmetics, it is also necessary to prove the stability of the substance under 
storage conditions as well as in formulations. It is important to be sure that the product is not 
going to decompose and form toxics compounds during its use.  
Several products containing or made of ozonized vegetable oils have been 
commercialized (e.g. Oleozon®, Stilderm Ozonidi Crema®, OleoForte®, Oxaktiv®), but 
only little data is available on their stability in the literature. Cirlini et al. (2012) have 
demonstrated that ozonized sunflower oil (Neozone 4000) and cosmetic enriched in ozonized 
sunflower oil are stable for at least six months if refrigerated or kept at room temperature. 
However, the authors have focused their study on the determination of the peroxide value to 
control stability during storage through a dedicated method. To our knowledge there is no 
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public data available on the effect of storage on the evolution of composition and antibacterial 
activity of ozonized oil.  
The aim of this work was to study the influence of different storage temperatures on 
the composition and antibacterial activity of ozonized sunflower oil. Based on the results of a 
previous work (Moureu et al. 2015), high oleic sunflower oil ozonized with water for four 
hours was chosen for this study. After different storage duration (1, 3, 6, 9 and 12 months) at 
different storage temperature (−20 °C, +4 °C, RT, +37 °C), gas chromatography profile, 
infrared spectra, peroxide index and acidity value of ozonized oil were determined. The 
antibacterial activity was also evaluated, through the determination of the minimal inhibitory 
concentration, against Streptococcus uberis to determine the changes in ozonized oil quality 
due to the storage conditions. 
2. Material and methods 
2.1. Samples and Reagents  
Refined high oleic sunflower oil (89 % of oleic acid) was obtained from a local oil 
producer (France). Solvents (e.g. acetic acid, isooctane) were purchased from Carl Roth 
(France) and used without further purifications (A.C.S. grade). Toluene, potassium iodide, 
sodium thiosulfate and tween-80 were from Fisher Scientific (France). Potassium hydroxide, 
trimethylsulfonium hydroxide (TMSH), tert.-butyl methyl ether (TBME) and gas 
chromatography standards (hexanal, nonanal, methyl hexanoate, methyl nonanoate, methyl 
undecanoate, dimethyl azelate, methyl palmitate, methyl stearate, methyl oleate and methyl 
linoleate) were from Sigma-Aldrich (France). Mueller Hinton broth was purchased from Carl 
Roth (France). 
2.2. Bacterial Strain 
One strain, Streptococcus uberis (CIP number 105450) obtained from the Institut 
Pasteur (Paris, France) was tested. 
2.3. Preparation of Ozonized Sunflower Oil Samples 
Ozone was generated by a Triogen device (OZAT-CFS1 Ozonia, Suisse) supplied with 
pure oxygen. An emulsion made of 50 g of oil and 5 g of ultra-pure water was placed in a 
reactor. Ozone (gas flow rate: 30 L/h, [O3] ≈ 65 mg/L) was bubbled through this emulsion for 
4 hours. Water (27 °C) was recirculated inside the double wall of the reactor during all the 
ozonation process. Three batches were prepared for each storage temperature and analyzed 
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immediately after production. Each batch was then divided into four polystyrene flasks 
(volume of the flask = 40 mL) which were stored in the dark at the determine temperature.  
2.4. Storage of the Samples 
Four different temperatures were selected: −20 °C (freezer), +4 °C (fridge), at 
laboratory room temperature (RT) and at +37 °C (incubator). Oils were tested after 1, 3, 6, 9 
and 12 months of storage to determine the effect of the storage temperature over time. 
Analyzes were performed by taking samples from one flask corresponding to each batch. 
After being used twice, flasks were discarded to avoid a bias due to successive freeze-thaw 
cycles.  
2.5. Characterization of Oils  
2.5.1. Peroxide Index 
Peroxide index (IP) is a quantification of all the peroxidic compounds formed during 
oil oxidation. IP was determined by an iodometric titration adapted from the ISO standard 
3960 (AFNOR 2010a). The titration was based on the reaction of iodide with the peroxidic 
species to form diiode which was titrated with sodium thiosulfate. IP was expressed in 
milliequivalents of active oxygen per kilogram of oil.  
2.5.2. Acidity Value 
Acidity value (AV) indicates the quantity of free fatty acids present in oil. It was 
determined by an acido-basic titration adapted from the ISO standard 660 (AFNOR 2009). 
AV corresponds to the amount (milligrams) of potassium hydroxide that was necessary for the 
reaction with the free fatty acids of one gram of oil.  
Peroxide index and acidity value were determined four times for each batch using a titration 
device 916 Ti-Touch (Metrohm, France). 
2.5.3. Gas Chromatography 
Samples were analyzed using gas chromatography after transesterification with TMSH 
(AFNOR 2010b). Solutions of ozonized oil at 50 mg/mL were prepared by adding the 
required volume of a 10 mg/mL solution of methyl-undecanoate in TBME to the sample of 
ozonized oil. Fifty microliters of this solution were mixed in a vial equipped with an insert to 
50 µL of TMSH. One microliter of this mixture was injected.  
Analyses were carried out using a Clarus 680 Gas Chromatographic system (Perkin 
Elmer) in a ZB-FFAB capillary column (30 m x 0.25 mm x 0.25 µm film thickness, 
Phenomenex) and a flame ionization detector. The run was conducted under an optimized 
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temperature program as follows: initial column temperature 70 °C maintained for 5 min, 
programmed to increase at a rate of 5 °C/min up to 160 °C and then at 2 °C/min up to final 
temperature of 220 °C and held for 12 min. Injector and detector temperatures were set at 250 
°C and 230 °C respectively. Hydrogen was used as the carrier gas at a flow rate of 3.2 
mL/min with a split flow of 50 mL/min. 
Each sample was injected twice. External standards were used to identify components 
by comparing their relative retention time. Methyl undecanoate was used as internal standard 
to quantify nonanoic and azelaic acids. Results are expressed as concentrations in mg/mL. 
2.5.4. Infrared Spectroscopy 
FT-IR analyses were done to investigate the changes in the functional groups in 
ozonized oil during storage. An aliquot of the sample was deposited on a ST-IR polyethylene 
card (Thermo Scientific, France). IR spectra were acquired using an Avatar 370 FT-IR 
spectrometer (Thermo Nicolet, France) in absorbance. The dataset was collected between 400 
and 4000 cm−1 by co-addition of 32 scans at a resolution of 2 cm−1. The background spectrum 
of ST-IR polyethylene card was recorded and showed peaks between 2800 – 3000 cm−1, 
between 1460 – 1490 cm−1 and between 720 – 740 cm−1.  
2.5.5. Minimal Inhibitory Concentrations (MICs) Determination 
MICs were determined by using the microdilution method (CLSI 2012). In that 
purpose, diluted ozonized sunflower oil solutions, with concentration ranging from 80 to 1.25 
mg/mL (twofold dilutions), were prepared in Mueller Hinton broth. To allow the dispersion of 
the oil in the medium, two percent of Tween-80 were added to the broth. Fifty microliters of 
the solution with the highest concentration were placed in three wells of the top row of a 96-
wells microplate. This operation was repeated for all the dilutions (one row/concentration). In 
the last row 50 µL of Mueller Hinton broth alone were added to the wells (positive control). 
Then, the wells of two columns were inoculated with 50 µL of standardized bacterial 
suspension (1x106 UFC/mL). The wells of the last column were inoculated with 50 µL of 
broth alone (negative control). The final concentrations were between 40 and 0.625 mg/mL 
for ozonized sunflower oil and of 5x105 UFC/mL for bacterial suspension. Colony counts 
were performed to ensure that the final inoculum concentration approximate this value. 
Microplates were covered with a lid and sealed with parafilm before incubation at 37 
°C for 24 ± 4 h. MICs were defined as the lowest concentration of ozonized oil visibly 
inhibiting bacterial growth (detected by eye).This experiment was carried out two times 
(independent weighing) for each batch. 
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Controls were realized with Mueller Hinton broth plus Tween-80 and non-ozonized 
sunflower oil (with the same concentration range) in order to show that they had no effect on 
bacterial growth. 
2.6. Statistical Analysis  
Results for the IP and the AV were expressed as the mean of the values determined for 
the three batches of each storage temperature with standard deviation (SD). The gas 
chromatography results were expressed as the mean of the concentration values of the three 
batches (two values per batch) with standard deviation (SD). For one condition (one 
temperature, one duration), three infrared spectra were recorded for each of the three batches. 
IR spectra presented are the average of these nine spectra. Values given for the MICs are the 
ones that were the more often observed over the 12 values determined for each storage 
condition (4 values for each of the three batches). 
3. Results and discussion 
The reaction of ozone with the unsaturated fatty acids of vegetable oils leads to the 
formation of oxygenated compounds such as ozonides, aldehydes and carboxylic acids 
following the mechanism described by Criegee (1975). Thereby, ozonized oils show high IP 
values, even more when ozonized with water (Moureu et al. 2015). For this study, the initial 
peroxide index was around 2000 meq of active oxygen per kilogram of oil and the initial AV 
was around 0.7 mg of KOH per gram of oil.  
The results showed that the evolution of the IP and AV (Figure 1) were significantly 
affected by the storage temperature. The IP values decreased faster at high storage 
temperature (+37 °C) than at room temperature. Conversely, the AV increased but at a slower 
rate at RT than at +37 °C. The IP of the samples kept at low storage temperature (+4 °C) 
remained stable over a year but the AV slightly increased during this time. The properties of 
the samples stored in the freezer (−20 °C) did not change over the time. These results are in 
agreement with those of Cirlini et al. (2012) which have demonstrated that the decrease of the 
IP occurred at a faster rate for samples of ozonized sunflower oil and enriched cosmetics kept 
at +40 °C. 
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Figure 1. Evolution of the IP and the AV depending on storage temperature and duration 
No significant differences were observed on the IR spectra of ozonized oil stored at 
low temperature (Figure 2 a, b). On the other hand, changes are to be noticed for the batches 
kept at +37 °C and at RT (Figure 2 c, d) with the disappearance of the shoulder around 
3500 cm−1 corresponding to the degradation of hydroperoxides (Guillén and Cabo 2002). In 
the same time an increase in width of the band at 1750 cm−1 due to the appearance of new 
carbonylic species was observed (e.g. carboxylic acids) (Soriano, Migo, and Matsumura 
2003). A decrease in intensity of the band at 1100 cm−1, which can be attributed to the C–O 
stretching of the ozonide (Wu et al. 1992), was noticed under the same storage conditions. 
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Figure 2. IR spectra depending on the storage temperature and duration, (a): −20 °C, 
(b): +4 °C, (c): RT and (d): +37 °C 
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These data suggest that the ozonides and hydroperoxides disappear while carboxylic 
acids are formed which is in accordance with previous works (Cataldo 2015a; Cataldo 2014). 
It is well known that carboxylic acids are by-products of the ozonolysis reaction (Omonov, 
Kharraz, and Curtis 2011). They can be formed by oxidation of the aldehydes which are 
produced during the cleavage of the double bond of olefins (Killops 1986) or during the 
thermal degradation of ozonides (Perkins, Roden, and Pryde 1975; Ewing et al. 1989; Cataldo 
2013; Cataldo 2015b) and/or of unsaturated fatty acids (Roman et al. 2013). The present study 
has been done with high oleic sunflower oil meaning that the main fatty acid is oleic acid 
(89%). According to the mechanism described by Criegee, the reaction of ozone with oleic 
acid in a protic media (e.g. water) mainly leads to the formation of aldehydes and peroxidic 
and oligomeric species but ozonides are also produced (Ledea et al. 2003; Vesna et al. 2009; 
Reynolds et al. 2006). The aldehydes formed from oleic acid are the nonanal and the 9-
oxononanoic acid which can be oxidized in nonanoic and azelaic acids respectively.  
Gas chromatography analysis enabled verifying the increase in those carboxylic acids 
(Figure 3). By comparing the results of the analysis of the different temperatures some 
conclusions can be drawn. There were no significant changes in the concentration in nonanoic 
and azelaic acids observed over time for the samples stored at low temperatures (−20 °C and 
+4 °C). In comparison, there was a significant increase after 3 months for the samples kept at 
high temperature (+37 °C) and after 6 months at RT. Although the concentration of nonanoic 
and azelaic acids was distorted. Indeed, the determined concentrations of nonanoic and 
azelaic acid represented the quantity of these compounds in the media added by the part 
produced by thermal degradation of ozonides during the injection in gas chromatography. 
Moreover, it was noticed that the TMSH used for the esterification of fatty acids induced a 
degradation of the aldehydes. When injecting nonanal alone with TMSH several peaks were 
observed on the chromatograms (data not shown). Part of the compound remained unchanged 
but part was transformed to the corresponding acid and to some unidentified compounds. It is 
likely that the same happened to 9-oxononanoic acid. It is clear that there was an increase in 
the concentration of those carboxylic acids at RT and +37 °C. 
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Figure 3. Evolution of the concentration in nonanoic and azelaic acids depending on the 
different storage temperature 
These changes in composition appearing at RT and at high temperature (+37 °C) may 
have an impact on the antibacterial activity. That is the reason why it is necessary to have a 
look on the evolution of the effect against the bacterial strain selected for this study 
(Streptococcus uberis) over time. The minimal inhibitory concentration values determined are 
presented in Table 1. 
Table 1. Evolution of the MIC (mg/mL) value depending on the storage temperature and 
duration 
Storage 
condition 
Storage duration (months) 
0 1 3 6 9 12 
−20 °C 10 5 – 10 5 2.5 – 10 5 – 10 5 – 10 
+4 °C 5 – 10 5 5 – 10 5 – 10 10 5 – 10 
RT 10 5 – 10 5 5 5 5 
+37 °C 5 5 5 5 5 5 
The antibacterial activity remained unexpectedly stable for all storage temperature. 
Diaz et al. (2001) have demonstrated the antibacterial activity of ozonides from ozonized 
sunflower oil. The conclusion of their study was that the ozonides were one of the active 
principles of the Oleozon® (ozonized sunflower oil). Some other compounds are also 
involved in the antibacterial effect (e.g. peroxides, short chain carboxylic acids). Indeed, 
azelaic acid is used for the treatment of acne due to its bactericidal and anti-inflammatory 
activities (Sieber and Hegel 2014; Leeming, Holland, and Bojar 1986; Cherrington et al. 
1991) and nonanoic acid has been identified as an antifungal compound (Jang et al. 2012). In 
this study the data suggest that at RT and at high temperature (+37 °C) the ozonides and 
unsaturated fatty acids present in the medium decompose to form nonanoic and azelaic acids 
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(through the oxidation of aldehydes). This mechanism could explain the stability of the 
antibacterial activity of ozonized oil. Indeed, the increase in the concentration of nonanoic and 
azelaic acids may compensate the degradation of the ozonides. This hypothesis could be 
verified by testing individually the antibacterial potential of the different ozonides, nonanoic 
and azelaic acids requiring the separation and the purification of these compounds. 
4. Conclusion 
The aim of this study was to investigate the effect of different storage temperatures 
applied on ozonized sunflower oil and to determine the best conditions to store these products. 
The samples kept at room temperature and at high temperature (+37 °C), have shown a rapid 
alteration of the initial composition (decrease in IP and increase in AV). Conversely, the 
samples stored at low temperatures (−20 °C and +4 °C) remained stable over one year. The 
best condition to preserve the initial composition of ozonized sunflower oil is to keep it at low 
temperature in a fridge or a freezer. However, even if the composition is modified, ozonized 
oil is still active against Streptococcus uberis. A possible explanation is that compounds 
responsible for the antibacterial activity of ozonized sunflower oil are ozonides, nonanoic and 
azelaic acids. The increase in concentration of the acids compensates for the disappearance of 
ozonides. To verify this hypothesis it will be necessary to assess the effect of each compound 
individually after separation and purification.  
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 CONCLUSION 
Cette étude a permis de mettre en évidence la température optimale de conservation des 
huiles ozonées et d’émettre des hypothèses concernant les composés actifs formés.  
Des températures de stockage élevées (température ambiante et +37 °C) induisent une 
rapide diminution de l’IP et une augmentation de l’AV. Au contraire, les échantillons stockés à des 
températures plus faibles (−20 °C et +4 °C) sont stables pendant toute la durée de l’expérience. Les 
valeurs d’IP restent les mêmes et seule une légère augmentation de l’acidité est observée à +4 °C 
(pas d’évolution à −20 °C). Les mêmes conclusions peuvent être tirées de l’analyse des spectres infra-
rouge. De plus, ces derniers permettent également d’observer une disparition des ozonides 
(diminution de l’intensité de la bande à 1100 cm−1) pour les échantillons stockés aux températures 
élevées. Ces données suggèrent donc que les peroxydes et les ozonides sont dégradés au profit de la 
formation d’acides carboxyliques. Ce phénomène peut s’expliquer par l’instabilité thermique des 
ozonides (Cataldo 2015a) qui conduit à leur scission pour former, entre autre, des aldéhydes qui 
pourront être oxydés en acides carboxyliques. 
Cette étude ayant été menée avec de l’huile THO (riche en acide oléique), les aldéhydes et 
acides formés auront majoritairement des chaines à 9 atomes de carbone. En effet, l’acide oléique 
possède une chaine carbonée à 18 atomes de carbone avec une insaturation située en position 9. 
Lors de la scission de cette double liaison on obtiendra par conséquent deux molécules à 9 atomes de 
carbone (Figure V-1). L’analyse en chromatographie en phase gazeuse a mis en évidence une 
augmentation de la concentration en acides nonanoïque et azélaique dans les échantillons stockés à 
TA et +37 °C.  
 
Figure V-1. Formation des aldéhydes et des acides carboxyliques à 9 atomes de carbones à partir de l'acide oléique 
Contrairement à ce qui pouvait être envisagé, ces changements en termes de composition 
chimique n’ont pas d’effet sur l’activité antibactérienne des huiles ozonées. En effet, les valeurs des 
concentrations minimales inhibitrices mesurées pour les différentes températures de stockage au 
cours du temps restent constantes. Une hypothèse permet d’expliquer cette observation. Diaz et al. 
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(2001) ont démontré que les ozonides étaient un des principes actifs de l’huile de tournesol ozonée. 
Ceci suggère que d’autres composés sont également impliqués dans l’activité antibactérienne. Ces 
composés pourraient être les acides nonanoïque et azélaique dont l’activité antibactérienne et 
antifongique ont été démontrées par ailleurs (Jang et al. 2012; Sieber and Hegel 2014). 
L’augmentation de la concentration de ces deux acides compenserait la disparition des ozonides et 
des peroxydes permettant le maintien de l’activité antibactérienne. 
La vérification de cette hypothèse requiert de tester l’activité antibactérienne des différents 
composés issus de l’ozonation de l’huile THO individuellement. Pour cela, il est nécessaire d’isoler et 
de purifier ces produits. Cependant, la complexité du mélange réactionnel obtenu rend cette tâche 
complexe. L’huile de tournesol étudiée étant majoritairement constituée d’acide oléique nous 
travaillerons avec un modèle simplifié, l’oléate de méthyle, pour tenter d’identifier les principes 
actifs formés. 
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 INTRODUCTION 
Malgré le grand intérêt que suscitent les propriétés des huiles ozonées, très peu de données 
sont disponibles sur l’identité des molécules actives formées. Les résultats de plusieurs études 
montrent une corrélation entre l’indice de peroxyde et l’activité antibactérienne (Díaz, Gavín, et al. 
2006; Skalska et al. 2009). Ces données sont confirmées par les travaux que nous avons menés sur 
l’effet des conditions d’ozonation qui montrent que plus l’IP est élevé et meilleure est l’activité 
antibactérienne. Ceci suggère que ce sont les espèces peroxydiques (ozonides, hydroperoxydes, 
oligomères de peroxydes) formées lors de l’ozonolyse qui sont responsables de cet effet.  
La composition des huiles végétales conduit à la formation d’un milieu réactionnel complexe 
lors de leur ozonation. En effet, les huiles sont composées de différents types de triglycérides et de 
composés mineurs. L’ozone peut réagir avec ces différents composés conduisant à la formation d’un 
grand nombre de molécules potentiellement actives. L’identification des molécules actives formées 
lors de l’ozonation d’huile de tournesol à haute teneur en acide oléique nécessite donc de travailler 
dans un premier temps sur un modèle simplifié. L’acide oléique représentant 89 % de la composition 
en acides gras de cette huile, l’oléate de méthyle (OM) a été choisi comme modèle d’étude. 
De nombreux travaux ont été menés sur l’identification des produits formés lors de 
l’ozonolyse de l’OM (Ledea et al. 2003; Nishikawa et al. 1995; Rebrovic 1992; Wu et al. 1992). Ainsi, 
selon les conditions opératoires, la formation des molécules suivantes peut être observée : trois 
ozonides (deux ‟cross” et un ‟normal”), des aldéhydes, des oligomères de peroxyde, des 
acyloxyalkyl-hydroperoxydes et des acyloxyalkyl-hydroxyalkylperoxydes. Ces produits ont pu être 
identifiés par RMN du proton (cf. I.5).  
De plus, Diaz et al. (2001) ont mis en évidence l’activité antibactérienne des ozonides formés 
lors de l’ozonation de l’oléate de méthyle dans l’hexane. Cependant, les valeurs de CMI obtenues 
pour ces composés étant plus élevées que celles observées pour l’huile de tournesol ozonée, les 
auteurs ont conclu à l’existence d’autres molécules actives. 
A ce jour l’activité antibactérienne spécifique des différents composés formés lors de 
l’ozonation de l’OM n’a jamais été évaluée. Une telle étude nécessite une purification préalable des 
différents composés. 
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 CARACTERISATION PAR RMN ET EVALUATION DE L’ACTIVITE ANTIBACTERIENNE 
D’OLEATE DE METHYLE OZONES ET DE PRODUITS PURIFIES 
L’objectif de cette étude est d’identifier les molécules actives formées au cours de 
l’ozonolyse de l’oléate de méthyle. Ce dernier a été ozoné avec ou sans eau pendant 2, 4 ou 
6 heures. Les produits obtenus ont été caractérisés par détermination de l’II, de l’IP, et de l’AV et par 
RMN du proton. L’activité antibactérienne des différents OM ozonés a également été évaluée par 
détermination de leurs CMIs et CMBs. Dans le but d’identifier les molécules actives, nous avons 
fractionné les composés présents dans l’OM ozoné et testé individuellement leur effet antibactérien.  
Les résultats de cette étude feront l’objet d’une publication qui est en cours de rédaction :  
Sophie Moureu, Frédéric Violleau, Emeline Vedrenne, Djamila Ali Haimoud-Lekhal, and Anne Calmon. 
‟NMR Analyses and Antibacterial Activity Evaluation of Crude Ozonized Methyl-oleate and Purified 
Products”. 
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Abstract 
Despite the great interest for the properties of ozonized vegetables oils, little is known about 
their active compounds. The complexity of the reactive media makes the identification of 
these molecules difficult. As main constituents of vegetable oil, fatty acid esters can be used 
as models to simplify the analyses of the products formed during the ozonolysis. The aim of 
this study was to assess the antibacterial activity of compounds obtained by the reaction of 
ozone with methyl oleate (MO). In that purpose MO was ozonized with or without water for 
2, 4 and 6 hours. Ozonized MOs were characterized by 1H-NMR and by determination of 
their iodine index, peroxide index and acidity value. Silica gel chromatography was used to 
fractionate crude ozonized MO. Among the five obtained fraction, three were identified as 
ozonides whereas NMR spectra of the two others showed different signals. The antibacterial 
activity of ozonized MOs and of different fractions was evaluated by determining the minimal 
inhibitory and the minimal bactericidal concentrations against S. aureus, E. coli and S. uberis. 
The antibacterial activity of commercial nonanal, nonanoic acid and mono-methylazelate, 
potential products of the reaction, was also assessed. The different ozonized MOs showed an 
effect against the three bacterial strains. Purified ozonides did not show any antibacterial 
activity in the tested concentration range whereas another fraction and the commercial 
products had an effect. These data suggest that the antibacterial activity of ozonized MOs is 
due to short chain carboxylic acids and aldehydes as well as peroxydes. 
Key words: ozone, methyl oleate, ozonides, antibacterial activity 
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1. Introduction 
Over the years, great interest has been granted to ozonized vegetable oils because of 
their antimicrobial activity [1–5] and their use in dermatology [6–9]. However, little is known 
about the active compounds constituting these ozonized oils. The antimicrobial activity of 
ozonized oils seems linked to the quantity of peroxidic species produced by the reaction of 
ozone with unsaturated fatty acids [10]. Higher is the peroxide index (IP) and better is the 
antibacterial effect. The complexity of the reactive media obtained by ozonolysis of vegetable 
oils makes the identification of the active compounds difficult. Fatty acid esters are the main 
constituents of vegetable oils; therefore they can be used as simplified model to identify the 
antibacterial products.  
The ozonolysis of fatty acids methyl ester (FAME) have been widely studied to 
characterize the structure of the compounds formed from this reaction [11–19]. Ozonolysis of 
FAME, such as methyl oleate, follows a three step mechanism which was described by 
Criegee [20]. Ozone adds on the carbon-carbon double bond of MO via a 1,3-cycloaddition as 
shown on Figure 1. The intermediate formed, 1,2,3-trioxolane, is unstable and quickly 
decomposed in an aldehyde and a zwiterrion. The rearrangement of these two compounds 
leads to the formation of different oxygenated species (e.g. carboxylic acids, ozonides or 
peroxides). The nature and amount of the products formed during the ozonolysis depend on 
the solvent used during the reaction [13, 21]. For example, in carboxylic acid medium, the 
ozonolysis of MO leads to the formation 1-acyloxyalkyl-1-hydroperoxides, 1-acyloxyalkyl-
1’-hydroxyalkyl peroxides, 1,2,4-trioxolane, peroxide oligomers and aldehydes [13, 14]. 
Conversely, the ozonolysis in hexane exclusively produces 1,2,4-trioxolane and peroxide 
oligomers [22, 23].  
 
Figure 1. Ozonolysis of methyl oleate 
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These different molecules were identified and characterized mainly using 1H-NMR 
analysis due to their specific chemical shifts. Acyloxyalkyl-hydroperoxides show signals 
between 6.1 – 6.5 ppm [13, 14, 22]. Multiplet between 5.13 and 5.21 ppm are characteristics 
of ozonides and/or peroxide oligomer [14, 15]. Aldehydic protons show a triplet at 
9.76 ppm [24, 25].  
However, the specific antibacterial activity of each reaction product from the 
ozonolysis of MO has never been evaluated. Diaz et al. [26] have evidenced the antibacterial 
activity of a mixture of ozonides formed during the ozonation of methyl oleate in hexane at 
low temperature. The antibacterial activity observed for these ozonides was lower than for 
ozonized sunflower oil. According to these results it can be concluded that ozonides are not 
the only active compounds of ozonized oils.  
The aim of the present work was to purify and identify the active compounds formed 
during the ozonation of methyl oleate. In that purpose, MO was ozonized with or without 
water for 2, 4 and 6 hours. Ozonized MOs were characterized by 1H-NMR and by 
determination of their iodine index, peroxide index and acidity value. The antibacterial 
activity of the different ozonized MOs obtained was assessed by determination of the Minimal 
Inhibitory Concentrations (MICs) and Minimal Bactericidal Concentrations (MBCs). 
Ozonized MO was fractionated using silica gel chromatography. Five fractions were obtained 
and characterized by NMR. To identify the active compounds of ozonized MO, the 
antibacterial activity of the different fractions and of commercial products (nonanal, nonanoic 
acid and mono-methylazelate) was also evaluated.  
2. Material and Methods 
2.1. Samples and Reagents  
Methyl oleate (99 %), nonanal (97 %), chloroform-d, potassium hydroxide and silica 
(70-230 mesh, 60 Å) were purchased from Sigma Aldrich. Nonanoic acid (97 %) and mono-
methylazelate (96 %) were from Alfa Aesar. Thin Layer Chromatography (TLC) plates (silica 
gel 60 F254) were obtained from Merck. Solvents (e.g. acetic acid, isooctane) were purchased 
from Carl Roth and used without further purifications (A.C.S. grade). Toluene, potassium 
iodide, sodium thiosulfate and tween-80 were from Fisher Scientific. Mueller Hinton broth 
and Brain Heart Infusion were purchased from Carl Roth. Mueller Hinton agar was from 
Biorad. 
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2.2. Bacterial Strains 
Three strains were tested: Staphylococcus aureus (CIP 76.25), Escherichia coli (CIP 
76.24) and Streptococcus uberis (CIP 105450). The microorganisms were obtained from the 
Institut Pasteur (Paris, France). 
2.3. Preparation of Ozonized Methyl Oleate Samples 
Ozone was generated by a Triogen device (OZAT-CFS1 Ozonia, Suisse) supplied with 
pure oxygen. An emulsion made of 50 g of methyl oleate and 5 g of ultra-pure water or 50 g 
of methyl oleate (alone) were placed in a reactor. Ozone (gas flow rate: 30 L/h, [O3] ≈ 
65 mg/L) was bubbled through the emulsion or pure MO for 2, 4 or 6 hours. Water (27 °C) 
was recirculated inside the double wall of the reactor during all the ozonation process to limit 
temperature increase. Two batches were prepared for each reaction condition and duration.  
2.4. Characterization of the Samples  
Iodine index, peroxide index and acidity value were determined using a titration 
device 916 Ti-Touch (Metrohm, France). 
2.4.1. Iodine Index 
Iodine index (II) gives an indication of the unsaturation rate of oils and corresponds to 
the quantity of iodine able to react with the carbon-carbon double bonds of the oils. II was 
determined using a method adapted from the ISO standard 3961 [27]. 
Wijs reagent reacts first with unsaturations of fatty acids (sample). Potassium iodide is 
then added to form diiode with the excess of Wijs reagent and the diiode formed is titrated 
with sodium thiosulfate. The same procedure was used for a control without oil (blank). The 
difference of sodium thiosulfate volume between the blank and the sample allows determining 
the II expressed in grams of iodine reacting with 100 grams of sunflower oil. 
2.4.2. Peroxide Index 
Peroxide index (IP) is a quantification of all the peroxidic compounds formed during 
oil oxidation. IP was determined by an iodometric titration adapted from the ISO 
standard 3960 [28]. The titration was based on the reaction of iodide with the peroxidic 
species to form diiode which was titrated with sodium thiosulfate. IP was expressed in 
milliequivalents of active oxygen per kilogram of oil. 
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2.4.3. Acidity Value 
Acidity value (AV) indicates the quantity of acids present in oil. It was determined by 
an acido-basic titration adapted from the ISO standard 660 [29]. AV corresponds to the 
amount (milligrams) of potassium hydroxide that was necessary for the reaction with the free 
fatty acids of one gram of oil.  
2.4.4. 1H-NMR Analysis 
NMR spectra were acquired with FOURIER300 (300 MHz) spectrometers from 
Bruker Corporation (Karlsruhe, Germany). The temperature probe was set at 300 K. Samples 
were dissolved in CDCl3. In that case, chemical shifts were referenced to tetramethylsilane at 
0 ppm. Standard pulse sequences were used for 1H-NMR spectra. MestReNova software 
(version: 6.0.2) was used to reprocess the spectra. 
2.5. Purification of the Ozonides 
Different fractions were purified from MO ozonized without water for 6 hours. This 
product was chosen because ozonolysis in aprotic media mainly yielded ozonides and the 
longer is the reaction and the more products are formed. 
Crude ozonized methyl oleate was dissolved in a cyclohexane–ethyl acetate mixture 
(95/5) and deposited on a silica column (internal Ø: 2.2 cm, silica height: 14 cm). Elution was 
performed with different ratios of cyclohexane–ethyl acetate as follow: 95/5 (70 mL), 93/7 
(50 mL), 90/10 (50 mL), 75/25 (40 mL), 40/60 (40 mL) and 100 % ethyl acetate (50 mL). 
Aliquots of approximately 3 mL were collected and spotted on a TLC plate. After migration, 
with cyclohexane–ethyl acetate (90/10) as eluent, TLC plates were revealed. The plate was 
immerged in ceric ammonium molybdate and heated until the appearance of spots.  
The aliquots corresponding to a same single spot on TLC plates were pooled together 
and evaporated using a rotary evaporator (Genevac EZ 2 Plus). Fractions were kept at −20 °C. 
1H-NMR analyzes were performed as described above. 13C- and two-dimensional 
NMR (COSY, HSQC, HMBC) analyses were also used to identify the products.  
2.6. Antibacterial Activity 
2.6.1. Minimal Inhibitory Concentrations (MICs) Determination 
MICs were determined using the microdilution method [30]. In that purpose, solutions 
of the different products, with concentrations ranging from 40.0 to 0.625 mg/mL (twofold 
dilutions), were prepared in Mueller Hinton broth. To allow the dispersion of the products in 
the medium, two percent of Tween-80 were added to the broth. Fifty microliters of the 
solution with the highest concentration were placed in three wells of the top row of a 96-wells 
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microplate. This operation was repeated for all the dilutions (one row/concentration). In the 
last row 50 µL of Mueller Hinton broth alone were added to the wells (positive controls). 
Then, the wells of two columns were inoculated with 50 µL of standardized bacterial 
suspension (1x106 UFC/mL). The wells of the last column were inoculated with 50 µL of 
broth alone (negative controls). The final concentrations were between 20.0 and 0.313 mg/mL 
for the products tested and of 5x105 UFC/mL for bacterial suspension. Colony counts were 
performed to ensure that the final inoculum concentration approximate this value. 
Microplates were covered with a lid and sealed with parafilm before incubation at 
37 °C for 24 ± 4 h. MICs were defined as the lowest concentration of product visibly 
inhibiting bacterial growth (detected by eye). This experiment was carried out two times 
(independent weighing) for each sample and the deposits on the microplates were duplicated. 
Controls were realized with Mueller Hinton broth plus Tween-80 and methyl oleate in order 
to show that they had no effect on bacterial growth in the concentration range tested. 
2.6.2. Minimal Bactericidal Concentrations (MBCs) Determination 
MBCs were determined by plating, on Mueller Hinton agar, the content (100 µL) of 
the first well where no bacterial growth was observed (value of the MIC). The procedure was 
repeated for the upper concentration. Plates where incubated at 37 °C for 24 h. MBC was 
defined as the lowest concentration of product killing at least 99.99 % of the initial bacterial 
inoculum (less than 5 CFU/plate).  
2.7. Statistical Analysis  
Results for II, IP and AV were expressed as the mean of the 5 values determined for 
each of the two batches of each reaction condition and duration with standard deviation (SD). 
The values given for the MICs and MBCs are the one(s) that was (were) the most frequently 
observed for each type of product.  
3. Results and Discussion 
3.1. Characterization of Non-ozonized and Ozonized Methyl Oleate 
Ozone reacts with the unsaturation of MO to form oxygenated species. This 
phenomenon explains the differences observed in term of II, IP and AV between non-
ozonized and ozonized methyl oleate. Before ozonation, MO had an II of 86 g of iodine per 
100 g of oil. This value decreased with the increase in ozonation duration, due to the reaction 
of ozone with the double bond, and reached 0 g of iodine per 100 g of oil after 6 hours as 
shown on Figure 2. Conversely, the initial amount of peroxide was low (0.9 meq of active 
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oxygen/kg of oil) and increased during the ozonation process because oxygenated species 
were formed. These results are in accordance with data published on ozonized vegetable oils 
[1, 31]. These studies showed that the II decreased and the IP increased with the increase in 
reaction duration.  
IP values obtained were significantly higher for MO ozonized with water (Figure 2). 
This phenomenon can be explained by the formation of hydroperoxides in protic media as 
shown on Figure 1. 
Acids are well-known by-products of the ozonolysis reaction [21] explaining the 
increase in acidity for ozonized MO. AV rose from 0.04 mg of KOH/g of oil before ozonation 
to nearly 20 mg of KOH/g of oil after 6h of ozonation with water. Carboxylic acids are 
formed either by the degradation of hydroperoxide or by the oxidation of aldehydes [16]. For 
longer reactions, there is less remaining unsaturations therefore ozone is more susceptible to 
oxidize the aldehydes or degrade the hydroperoxides. This can explain why AV increased 
sharply between 4 and 6 hours.  
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Figure 2. Evolution of Iodine Index (II), Peroxide Index (IP) and Acidity value (AV) with 
increasing reaction duration under different conditions 
1H-NMR analysis was used to identify the functional groups formed during the 
ozonolysis of MO. Figure 3 shows the spectral differences between non-ozonized and 
ozonized MOs (alone or with water). The intensity of the multiplets at 5.34 ppm decreased for 
ozonized MOs indicating a consumption of the carbon-carbon double bonds [32]. Apparition 
of new signals on ozonized MOs spectra were due to the compounds formed during the 
ozonolysis. As reported in the literature, the triplet at 9.76 ppm corresponded to aldehydic 
protons [24, 25]. The two pair of triplet between 5.13 and 5.21 ppm belonged to ozonides 
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and/or to peroxide oligomer [14, 15]. The triplet at 2.42 ppm should be attributed to 
hydroperoxides according to Diaz et al. [26]. 
 
Figure 3. Evolution of 1H-NMR signals of MO with ozonation duration and condition; 1: 
non-ozonized, 2: ozonized 2 hours, 3: ozonized 4 hours and 4: ozonized 6 hours 
It is important to notice that the molecules formed during the ozonolysis of MO with 
or without water were the same. No spectral differences were observed (Figure 4). This 
suggests that the addition of water only modulated the amount of the different products 
formed. Normalized integrations of the signals of MO ozonized alone or with water allowed 
comparing the relative quantity of the different compounds (Table 1). The presence of water 
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in the media enhanced the formation of aldehydes and hydroperoxides (zooms 1 and 3 on 
Figure 4). MO ozonized alone showed higher quantity of ozonides (zoom 2 and Table 1). 
 
Figure 4. 1H-NMR spectra of MO ozonized 4h with water (black) and MO ozonized 4 h alone 
(gray) 
Table 1. Normalized integrations of the signals of MO ozonized alone and with water  
 
Ozonation 
duration 
Hydroperoxydes 
δH 2.41 ppm  
Ozonides 
δH 5.17 ppm 
Aldehydes 
δH 9.76 ppm 
 alone with water alone with water alone with water 
 2 h 0.15 0.65 0.60 0.30 0,06 0.30 
 4 h 0.31 0.67 1.10 0.68 0.13 0.30 
 6 h 0.32 0.56 1.53 1.03 0.12 0.24 
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In term of antibacterial activity, non-ozonized MO showed no antibacterial effect in 
the concentration ranged tested whereas all ozonized MOs had an effect (Table 2). It is 
important to notice that the different bacterial strains had not the same susceptibility. 
Staphylococcus aureus and Streptococcus uberis showed lower MIC and MBC values than 
Escherichia coli. MOs ozonized with water had a better antibacterial efficiency (lower MICs 
and MBCs) on the three strains studied. This phenomenon is related to the high IP of these 
products. It has been highlighted by different studies that a higher peroxide index was 
correlated with a better antibacterial activity [1, 5, 10]. 
Table 2. MICs and MBCs in mg/mL of ozonized MO; NE = No Effect observed, 
Sa: Staphylococcus aureus, Ec: Escherichia coli and Su: Streptococcus uberis 
Ozonation 
duration 
(hours) 
Bacterial 
strain 
Without water With water 
MIC MBC MIC MBC 
0 
Sa NE – – – 
Ec NE – – – 
Su NE – – – 
2 
Sa 20.0 – NE 20.0 – NE 1.25 1.25 
Ec NE – 5.0 5.0 
Su 20.0 20.0 2.5 2.5 
4 
Sa 10.0 10.0 1.25 – 2.5 1.25 – 2.5 
Ec NE – 10.0 10.0 
Su 5.0 – 10.0 5.0 – 10.0 1.25 1.25 
6 
Sa 5.0 5.0 1.25 – 2.5 1.25 – 2.5 
Ec 20.0 20.0 10.0 10.0 
Su 5.0 5.0 1.25 1.25 
3.2. Identification of the Active Compounds of Ozonized MO 
Silica gel chromatography allowed obtaining five fractions. Rf values of the different 
fractions determined on TLC using cyclohexane/ethyl acetate (90:10) as eluent are presented 
in Table 3. 
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Table 3. Rf values of the fractions obtained from ozonized MO fractionation 
Fraction Rf 
A 0,86 
B 0,49 
C 0,33 
D 0,19 
E 0,00 
1H-NMR spectra of the fractions and chemical shifts listed in Figure 5 enabled the 
identification of the constituents of three fractions. Figure 5A does not show the signal at 
3.66 ppm belonging to the ester so the fraction A might be a “cross” ozonide. Fraction B 
corresponds to the “normal” ozonide because both the signals of the ester and of the terminal 
methyl group (δ 0.88 ppm) are present on spectrum B. The spectrum of the second “cross” 
ozonide (with two esters) contained in fraction D is shown on Figure 5D. These results are in 
accordance with the spectra described by Wu at al. [15]. No signals of other compounds (e.g. 
aldehydes or hydroperoxides) could be observed on spectra A, B and D confirming the purity 
of the ozonides. 
On the other hand, spectrum C and E revealed that these fractions were impure. The 
chemical shifts observed showed the presence of aldehydes with their characteristic triplet at 
9.76 ppm in both fractions. Some unidentified compounds are also present with signals at 2.80 
and 4.02 ppm on spectrum C and between 3.9 and 4.2 ppm on spectrum E.  
It has been demonstrated that the ozonolysis of MO can lead to the formation of three 
pair of cis-trans ozonides (2 “cross” and one “normal”) as well as peroxide oligomers, 
hydroperoxides, nonanal and methyl-9-oxononanoate (Figure 1). These aldehydes can be 
oxidized to form the corresponding carboxylic acids: nonanoic acid and mono-methylazelate 
respectively. Consequently, the impure fractions may be composed of several of products. 
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Figure 5. 1H-NMR spectra of the fractions obtained from the purification of ozonized MO; 
R1: −(CH2)7CH3, R2: −(CH2)7COOCH3 
To identify the antibacterial compounds formed during the ozonation of MO, the 
MICs and the MBCs of the purified ozonides and the fraction E were determined. There was 
not a sufficient quantity of fraction C to perform the antibacterial assays.  
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As aldehydes were identified in the impure fractions and as these compounds can be oxidized 
in their respective carboxylic acids, the antibacterial activity of commercial nonanal, nonanoic 
acid and mono-methylazelate was also assessed. Results obtained are listed in the Table 4. 
Table 4. MICs and MBCs in mg/mL of purified ozonides and commercial compounds; NE = 
No Effect observed 
Compound 
S. aureus E. coli S. uberis 
MIC MBC MIC MBC MIC MBC 
F
ra
ct
io
ns
 
“Cross” ozonide (A) NE NE NE NE NE NE 
“Normal” ozonide (B) NE NE NE NE NE NE 
“Cross” ozonide (D) NE NE NE NE NE NE 
Impure fraction (E) 1.25 1.25 5.0 5.0 1.25 1.25 
C
om
m
er
ci
al
 
co
m
po
un
ds
 Nonanal 2.5 2.5 5.0 5.0 2.5 2.5 
Nonanoic acid 1.25 – 2.5 1.25 – 2.5 5.0 5.0 1.25 1.25 
Mono-methylazelate 2.5 – 5.0 2.5 – 5.0 5.0 5.0 2.5 2.5 
The different purified ozonides did not show antibacterial activity in the concentration 
range studied. Diaz et al. [26] obtained a MIC of 9.5 mg/mL against E. coli for a mixture of 
the three ozonides. A synergic effect could explain why the authors observed an antibacterial 
activity. The presence in the media of the different ozonides may induce a decrease of the 
MIC value.  
Fraction E showed MICs and MBCs of 5.0 mg/mL against E. coli and 1.25 mg/mL 
against S. aureus and S. uberis. The antibacterial effect of this fraction could come from 
nonanal, nonanoic acid and/or mono-methylazelate. These compounds were active against the 
different strains studied with MICs and MBCs between 1.25 and 5.0 mg/mL. Short chain 
carboxylic acids (e.g. azelaic and nonanoic acids) are already known for their antimicrobial 
activity [33–36]. Nonanal has also been identified as active component from essential oils [37, 
38]. However, nonanal and mono-methylazelate showed a MIC of 2.5 mg/mL against 
S. uberis which is higher than the MIC observed for fraction E (1.25 mg/mL). Some other 
compounds contained in fraction E may have a better antibacterial activity. Oligomeric 
peroxides and hydroperoxides are also formed during the ozonolysis of MO and were not 
individually tested in the present work. It is possible that these compounds are also active. 
The optimization of the purification procedure will allow the purification of the peroxidic 
species and the assessment of their antibacterial effect. 
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4. Conclusion 
The aim of this work was to assess the antibacterial activity of isolated products from 
ozonized methyl oleate. The antibacterial activity of four different fractions was evaluated. 
The results obtained highlight the fact that the antibacterial activity of ozonized MO could be 
due to aldehydes, short chain carboxylic acids and peroxidic species. Purified ozonides did 
not show antibacterial activity in the concentration range tested but they may be active at 
higher concentrations and/or act in synergy with the other products. The quantification of the 
ozonolysis products will be helpful to determine how these compounds act together. The 
assessment of the antibacterial activity of peroxide oligomers and hydroperoxide should also 
be evaluated after purification. 
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 CONCLUSION 
L’ozonation d’oléate de méthyle dans les conditions opératoires décrites confirme les 
observations faites lors de l’ozonation d’huile de tournesol (cf. Chapitre III). Une diminution de l’II est 
observée en parallèle à une augmentation de l’IP et de l’AV en fonction de la durée d’ozonation. Les 
OM ozonés en présence d’eau présentent un IP plus élevé et une meilleure activité antibactérienne 
que les OM ozonés sans eau. L’analyse RMN du proton des bruts réactionnels a mis en évidence les 
différents types de composés formés lors de l’ozonation : des aldéhydes, des ozonides et des 
hydroperoxydes. L’ajout d’eau au milieu réactionnel ne modifie pas la nature des produits formés. 
On remarque uniquement une différence de ratios entre les intégrations normalisées des signaux 
correspondants aux aldéhydes, ozonides et hydroperoxydes. 
La purification de l’oléate de méthyle ozoné par chromatographie sur gel de silice conduit à 
l’obtention de 5 fractions. Trois de ces fractions ont été identifiées comme étant des ozonides (deux 
‟cross” et un ‟normal”). Les spectres RMN de ces composés ne montrent pas de signaux 
correspondants à d’autres composés confirmant ainsi leur pureté. Au contraire, les spectres RMN des 
deux autres fractions révèlent qu’elles contiennent probablement plusieurs produits. Les signaux 
observés démontrent la présence d’aldéhydes avec leur triplet caractéristique à 9,76 ppm mais 
également de composés non-identifiés. 
Cette étude a permis d’émettre de nouvelles hypothèses concernant l’activité 
antibactérienne des huiles ozonées. Toutefois, l’activité antibactérienne d’une des fractions n’a pu 
être évaluée en raison de la faible quantité obtenue lors de la purification. 
Contrairement aux observations faites par Diaz et al. (2001) sur un mélange d’ozonides, 
aucun effet antibactérien n’a été observé pour les trois ozonides purifiés et testés individuellement 
dans la présente étude. Il est possible qu’un effet synergique soit observé lorsque les différents 
ozonides sont présents induisant une diminution de la CMI. Diaz et al. ont observé une CMI de 
9.5 mg/mL sur E. coli avec le mélange des trois ozonides.  
La fraction E a montré une activité antibactérienne contre les trois souches étudiées avec des 
CMIs et des CMBs comprises entre 1.25 et 5.0 mg/mL. L’activité antibactérienne de cette fraction est 
peut-être due à la présence de nonanal, d’acide nonanoïque et/ou d’azélate de mono-méthyle. Nous 
avons montré que ces composés sont actifs contre les différentes souches bactériennes testées. De 
plus, l’activité antibactérienne des acides carboxyliques à chaines courtes et du nonanal a été 
démontrée par ailleurs (Charnock, Brudeli, and Klaveness 2004; Jang et al. 2012; Sieber and Hegel 
2014). 
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Cependant, les valeurs des CMIs et CMBs observées pour ces produits sont supérieures ou 
égales à celles obtenues avec la fraction impure. Ceci suggère qu’il existe potentiellement d’autres 
molécules actives. Afin de vérifier cette hypothèse, il est nécessaire d’optimiser la méthode de 
purification pour isoler les différentes molécules présentes dans cette fraction. D’autre part, 
certaines molécules n’ont pas été isolées et testées, notamment les hydroperoxydes.  
Les résultats de cette étude confirment les hypothèses émises lors de l’étude de la stabilité 
des huiles ozonées concernant l’existence de plusieurs molécules actives dans l’huile ozonée. A ce 
jour, on peut affirmer que le nonanal et les acides nonanoïque et azélaique, dont la présence a été 
confirmée par CPG, sont impliqués dans l’activité antibactérienne de l’huile ozonée mais qu’il existe 
également d’autres molécules actives. 
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L’apparition de souches bactériennes résistantes aux antibiotiques constitue un problème 
sanitaire majeur au niveau mondial. De nombreuses réflexions et actions sont engagées pour la 
maîtrise de ce phénomène tant en médecine humaine que vétérinaire. C’est dans ce contexte qu’a 
été lancé en France le plan Ecoantibio 2017 par le Ministère de l’Agriculture. Ce plan vise à réduire 
les risques d’antibiorésistance en développant, entre autres, des solutions alternatives à l’usage des 
antibiotiques.  
Bien que l’émergence de ces phénomènes de résistance ne soit pas largement répandue 
parmi les pathogènes responsables des mammites, une meilleure utilisation des agents 
antibactériens est essentielle pour des raisons thérapeutiques, économiques et épidémiologiques. En 
effet, l’antibiothérapie reste fréquemment utilisée pour le traitement des mammites.  
L’objectif de ces travaux de thèse était de vérifier si l’utilisation des huiles ozonées comme 
moyen de lutte alternatif contre les mammites est envisageable. 
L’état de l’art montre que la production, la caractérisation et l’activité antimicrobienne des 
huiles ozonées ont été largement étudiées. Cependant, la grande diversité des techniques utilisées 
rend difficile la comparaison des résultats entre eux. De plus, il est rare que les auteurs étudient 
différentes durées de réaction lorsqu’ils s’intéressent à l’effet du milieu réactionnel avec différents 
solvants ou types d’huiles. D’autre part, les huiles ozonées sont le plus souvent étudiées dans le but 
d’une application chez l’homme et aucune étude n’a été réalisée sur des germes isolés d’animaux. 
Enfin, l’ozonation des huiles végétales conduit à l’obtention d’une matrice complexe rendant difficile 
l’identification des molécules actives. De nombreux travaux ont permis d’identifier les produits 
formés lors de l’ozonation de corps gras simples. Cependant, l’activité antibactérienne spécifique de 
ces différents composés n’a jamais été évaluée.  
L’étude de l’effet des conditions d’ozonation a permis de sélectionner les conditions 
expérimentales optimales pour obtenir une huile ozonée avec la meilleure activité antibactérienne 
possible. Il a été démontré que les valeurs des CMIs sont corrélées à l’indice de peroxyde. Plus la 
valeur de ce dernier est élevée et plus faible est la concentration en huile ozonée nécessaire pour 
inhiber la croissance des bactéries. L’ozonation en milieux aqueux favorisant la formation 
d’hydroperoxydes, il est probable que ces composés soient responsables de l’effet antimicrobien des 
huiles ozonées. Les conditions expérimentales doivent donc favoriser l’obtention d’IP élevés. Deux 
facteurs semblent particulièrement influencer ce paramètre : la durée de la réaction et l’ajout d’eau. 
Cependant, dans les conditions expérimentales étudiées, l’IP n’augmente plus après 4 heures 
d’ozonation avec eau. Ce phénomène peut s’expliquer par la dégradation des espèces peroxydiques 
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par l’ozone en excès, pour former des acides carboxyliques, car il ne reste plus ou peu 
d’insaturations.  
Les mêmes observations ont été faites lors de l’ozonation d’oléate de méthyle et sont 
étayées par l’analyse des spectres RMN. L’ajout d’eau au milieu réactionnel ne modifie pas la nature 
des composés formés mais conduit à la formation d’une plus grande quantité d’hydroperoxydes et 
d’aldéhydes. Les corps gras ozonés dans ces conditions ont une meilleure activité antibactérienne ce 
qui laisse penser que les hydroperoxydes et les aldéhydes seraient plus actifs que les autres 
composés. Dans l’avenir, une étude de l’effet de la quantité d’eau ajoutée sera à envisager pour 
savoir s’il est possible d’optimiser les conditions expérimentales et d’obtenir une activité 
antibactérienne plus élevée.  
La composition en acides gras de l’huile de départ n’a que peu d’influence sur l’activité 
antibactérienne du produit final. Les valeurs de CMIs obtenues pour l’huile de tournesol classique et 
pour l’huile à haute teneur en acide oléique sont comparables pour les trois souches étudiées. L’huile 
THO présente l’avantage d’avoir un acide gras mono-insaturé comme acide gras majoritaire (89 % 
d’acide oléique). Cette particularité réduit le nombre de produits pouvant être formés lors de 
l’ozonation et par conséquent limite la complexité du milieu réactionnel. Ce paramètre n’est pas 
négligeable en vue de l’identification des molécules actives nécessaire pour l’homologation des 
huiles ozonées.  
La viscosité des différentes huiles ozonées n’a pas été mesurée mais l’ajout d’eau au milieu 
réactionnel et l’augmentation de la durée de réaction conduisent à une augmentation de la viscosité. 
Cette dernière est aussi influencée par la nature de l’huile de départ. L’huile de tournesol classique 
ozonée reste plus fluide que l’huile THO ozonée dans les mêmes conditions. La viscosité du produit 
final pourra donc être modulée en fonction du type d’application souhaitée. Par exemple, une 
texture plutôt ‟pâteuse” sera plus adapté pour une application topique. 
Le développement industriel requiert l’acquisition de données sur la stabilité de ces produits. 
Pour cela, nous avons évalué l’effet de la température et de la durée de stockage sur la composition 
et l’activité antibactérienne de l’huile THO ozonée 4 h avec eau. Le stockage à des températures 
élevées (température ambiante et 37 °C) entraine rapidement (dès un mois) d’importantes 
modifications de la composition chimique. Une décomposition des hydroperoxydes et des ozonides 
est observée au profit de la formation d’acides nonanoïque et azélaïque. Au contraire, le stockage à 
des températures basses (réfrigérateur et congélateur) n’induit pas de modifications chimiques 
majeures même après 12 mois. Dans ces deux cas de figure, les valeurs des CMIs restent constantes 
au cours du temps suggérant la présence de différentes molécules actives. Au début de l’expérience, 
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l’huile ozonée étudiée était majoritairement composée d’hydroperoxydes et d’ozonides. Ces 
composés seraient donc responsables de l’activité antibactérienne mesurée à ce moment-là. D’autre 
part, il a été démontré que la décomposition thermique des ozonides issus de l’ozonation d’oléate 
d’éthyle conduit à la formation d’acides carboxyliques (Cataldo 2015b) expliquant l’augmentation de 
la concentration en acides nonanoique et azélaïque pour les échantillons d’huile ozonée stockés à 
des températures élevées. La perte d’efficacité liée à la dégradation des ozonides et des 
hydroperoxydes serait compensée par l’augmentation de la concentration en acides carboxyliques.  
La vérification des hypothèses émises sur l’identité des molécules actives constituant les 
huiles ozonées nécessite de tester leur activité antibactérienne individuellement. Pour cela, il est 
nécessaire de purifier ces produits. Cependant, la complexité du mélange réactionnel obtenu rend 
cette tâche complexe. L’oléate de méthyle a pour cette raison été choisi comme modèle d’étude.  
La purification d’OM ozoné par chromatographie sur gel de silice a conduit à l’obtention de 
fractions plus ou moins pures. Les trois ozonides formés au cours de la réaction de l’ozone avec 
l’oléate de méthyle ont pu être isolés et caractérisés. Contrairement à ce qui avait été 
précédemment observé (Diaz et al. 2001), ces molécules n’ont pas montré d’activité antibactérienne 
dans la gamme de concentrations testée (de 0,313 à 20 mg/mL). Il est donc probable qu’un effet 
synergique existe entre ces molécules ou qu’elles ne soient pas actives. Deux fractions contenant des 
aldéhydes ont également été identifiées mais l’analyse de leurs spectres RMN a révélé la présence 
d’autres signaux. L’activité antibactérienne de l’une de ces fractions ainsi que de produits 
commerciaux (nonanal, acide nonanoïque et azélate de mono-méthyle) a été déterminée. Les 
résultats obtenus démontrent que l’activité antibactérienne des corps gras ozonés peut en partie 
être attribuée à la présence de nonanal, d’acide nonanoïque et d’acide azélaique confirmant les 
hypothèses émises lors du test de stabilité. Cependant, ces composés, même s’ils sont actifs, ont des 
CMIs et des CMBs supérieures à celles observées pour certains OMs ozonés. Ces données 
démontrent la diversité des molécules actives.  
Le développement de nouvelles méthodes analytiques est nécessaire afin d’élucider 
totalement la composition de l’oléate de méthyle ozoné et d’expliquer son activité antibactérienne. 
En effet, les hydroperoxydes n’ont à ce jour pas été isolés et leur activité antibactérienne spécifique 
n’a pas été évaluée. Les techniques utilisées devront par conséquent être non destructives et 
permettre la séparation d’une quantité suffisante de produits pour mener des études de 
caractérisation (spectrométrie de masse, RMN…) et pour tester l’activité antibactérienne. L’HPLC 
répond à ces critères d’autant plus que cette technique peut être directement couplée à un 
spectromètre de masse. Les produits formés lors de l’ozonation de l’OM ont pu être séparés par 
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CCM. L’utilisation d’HPTLC-MS pourrait donc également être envisagée. Cette technique de 
chromatographie haute performance sur couche mince a récemment permis l’identification des 
composés antibactériens du propolis par évaluation de l’activité antibactérienne après purification 
(Kasote et al. 2015).  
Une fois ces différentes techniques mises au point, des matrices de plus en plus complexes 
pourront être étudiées. Dans un premier temps les produits obtenus par ozonation du linoléate de 
méthyle pourront être caractérisés. Cet ester d’acide gras présente deux insaturations en position 9 
et 12 et conduira par conséquent à la formation de trois ozonides primaires (Figure VII-1). Le 
réarrangement des aldéhydes et zwiterrions formés lors de la décomposition de ces intermédiaires 
va produire un grand nombre d’ozonides secondaires ayant des structures différentes ainsi que des 
molécules à 3, 6 et 9 atomes de carbones.  
 
Figure VII-1. Structures des trois ozonides primaires obtenus lors de l'ozonation du linoléate de méthyle 
Un modèle plus proche de la composition réelle des huiles pourra par la suite être étudié en 
s’intéressant à l’ozonation d’un triglycéride, la trioléine. Enfin, si toutes ces étapes préalables sont 
concluantes, la caractérisation de la composition chimique de l’huile de tournesol ozonée pourra être 
réalisée et permettra potentiellement d’expliquer son activité antibactérienne. 
L’huile de tournesol ozonée a prouvé par le passé son efficacité sur un grand nombre de 
souches bactériennes y compris des souches multi-résistantes aux antibiotiques (Lezcano et al. 1999; 
Sechi et al. 2001; Skalska et al. 2009). Toutefois, l’activité antibactérienne d’huile végétale ozonée 
n’avait à ce jour jamais été évaluée sur des souches bactériennes isolées de cas déclarés de 
mammites. Un panel de 59 isolats, représentatif de la diversité bactérienne observée sur le terrain, a 
été étudié. Même si des différences de susceptibilité ont pu être observées, l’huile de tournesol 
ozonée a permis d’inhiber la croissance de toutes les souches testées. L’inhibition de la croissance 
des bactéries Gram-négatives nécessite de plus fortes concentrations en huile ozonée que celle des 
bactéries Gram-positives. Bien que le mécanisme d’action des huiles ozonées reste à ce jour 
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méconnu, il semblerait qu’elles agissent par attaque oxydative au niveau membranaire causant une 
modification de la perméabilité. Ce phénomène pourrait expliquer la différence de susceptibilité 
entre les deux groupes bactériens. En effet, les bactéries Gram + ont une paroi épaisse composée de 
plusieurs couches de peptidoglycane. Chez les bactéries Gram –, cette paroi est plus fine (1 ou 2 
couches de peptidoglycane) mais est complétée par une enveloppe externe de lipoprotéines. Afin de 
confirmer le mécanisme d’action des huiles ozonées, différentes techniques pourraient être utilisées. 
La microscopie électronique à balayage permettrait dans un premier temps d’observer les 
modifications de la paroi bactérienne. Ensuite, la mesure des lésions oxydatives telles que la 
peroxydation lipidique ou les dommages causés aux protéines mettrait en évidence les cibles 
moléculaires des huiles ozonées. Cependant, la forte teneur en peroxydes de l’huile ozonée risque de 
rendre l’étude de ces paramètres difficile ou de nécessiter une étape de purification préalable.  
Les résultats obtenus en termes d’activité antibactérienne sont prometteurs et démontrent 
le potentiel de l’huile de tournesol ozonée comme moyen alternatif de lutte contre les mammites. 
Ces travaux ouvrent la porte à de nouveaux essais. Une investigation de l’effet in vivo des huiles 
ozonées permettrait de comparer l’effet d’applications topiques versus des injections intra-
mammaires.  
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RESUME 
La mammite est une inflammation de la mamelle, le plus souvent, en réponse à une invasion d’origine bactérienne. 
L’utilisation d’antibiotiques pour le traitement de cette pathologie n’est pas la solution idéale. Outre les problèmes engendrés 
pour la qualité du lait, l’apparition de résistance et l’inefficacité des traitements nécessitent de développer des méthodes 
alternatives.  
L’objectif de ces travaux de thèse était de vérifier si l’utilisation d’huile de tournesol ozonée comme moyen de lutte 
alternatif contre les mammites est envisageable. 
Dans un premier temps, l’effet des conditions d’ozonation sur la composition et sur l’activité antibactérienne de l’huile 
ozonée a été étudié pour déterminer les conditions optimales de synthèse d’un agent antibactérien. Les résultats ont montré 
que l’ajout d’eau et l’augmentation de la durée de la réaction permettaient l’obtention de valeurs d’indice de peroxyde plus 
élevées et d’une meilleure activité antibactérienne mettant en évidence la relation existant entre ces deux paramètres.  
Par la suite, l’activité antibactérienne d’huile de tournesol ozonée a été évaluée in vitro sur 59 espèces bactériennes 
isolées de cas déclarés de mammites chez des brebis. Le produit testé a prouvé son efficacité contre toutes les souches étudiées 
avec des concentrations minimales inhibitrices de croissance comprises entre 0,625 et 20 mg/mL. 
L’homologation de l’huile de tournesol ozonée comme préparation vétérinaire requiert d’avoir des données sur sa 
stabilité thermique et d’identifier les molécules actives. Les travaux menés ont montré que la composition de l’huile de 
tournesol ozonée stockée à −20 °C ou à +4 °C n’évoluait pas pendant une durée d’un an. Au contraire, des températures de 
stockage plus élevées entrainaient rapidement une diminution de l’indice de peroxyde et une augmentation de l’acidité. 
Cependant, ces modifications n’ont pas eu d’effet sur l’activité antibactérienne qui a gardé une valeur constante. Ces 
observations ont permis d’émettre des hypothèses sur l’identité des molécules actives. L’activité antibactérienne des huiles 
ozonées serait due à la présence d’ozonides, d’hydroperoxydes et d’acides nonanoïque et azélaïque. L’étude de la réaction 
d’ozonolyse sur un composé modèle, l’oléate de méthyle, a permis d’affiner ces hypothèses. En effet, l’activité antibactérienne 
spécifique de différentes fractions obtenues après purification d’oléate de méthyle ozoné a été évaluée. Toutefois, les ozonides 
purifiés et caractérisés par RMN n’ont pas montré d’activité dans la gamme de concentration testée. L’activité antibactérienne 
de l’huile de tournesol ozonée peut donc être attribuée aux hydroperoxydes, aux aldéhydes et aux acides carboxyliques à 
chaines courtes. 
Mots clés : ozone, huile de tournesol, huile ozonée, oléate de méthyle, molécules actives, activité antibactérienne, mammites  
 
ABSTRACT 
Mastitis is an inflammation of the udder, usually in response to a bacterial invasion. The use of antibiotics for the 
treatment of this disease is not the ideal solution. In addition to the problems caused to the quality of milk, the development of 
resistance and ineffective treatments require to focus on alternative methods. 
The aim of this work was to verify if the use of ozonized sunflower oil as an alternative means of fight against mastitis 
could be possible. 
Firstly, the effect of the ozonation conditions on the composition and the antibacterial activity of ozonized oils was 
studied to determine the optimum conditions for the synthesis of an antibacterial agent. The results showed that the addition of 
water and increasing the duration of the reaction allowed to obtain higher peroxide index values and improved antibacterial 
activity highlighting the relationship between these two parameters. 
Afterwards, the antibacterial activity of ozonized sunflower oil was assessed in vitro against 59 bacterial species isolated 
from reported cases of mastitis in ewes. The tested product has proved its efficiency against all the strains studied with 
minimum inhibitory concentrations between 0.625 and 20 mg/mL. 
The registration of ozonized sunflower oil as a veterinary preparation requires to obtain data on its thermal stability and 
to identify the active molecules. The work carried out has shown that the composition of ozonized sunflower oil stored at −20  °C 
or +4 °C did not evolve for a period of one year. On the contrary, higher storage temperatures quickly led to a decrease of the 
peroxide index and an increase in acidity. However, these changes had no effect on the antibacterial activity that kept a constant 
value. These observations allowed speculating on the identity of active molecules. The antibacterial activity of ozonized oils 
could be due to the presence of ozonides, hydroperoxides and nonanoic acid and azelaic acid. The study of the ozonolysis 
reaction on a model compound, methyl oleate, helped to refine these assumptions. Indeed, specific antibacterial activity of 
various fractions obtained after purification of ozonized methyl oleate was evaluated. However, purified ozonides, characterized 
by NMR, showed no activity in the tested concentration range. The antibacterial activity of ozonized sunflower oil can therefore 
be attributed to hydroperoxides, aldehydes and short chain carboxylic acids. 
Key words: ozone, sunflower oil, ozonized oil, methyl oleate, active compound, antibacterial activity, mastitis  
